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RESUMEN

En los ultimos afios ha ocurrido en Uruguay un fuerte proceso de expansion de la
actividad agricola y forestal en la region litoral oeste. Ejemplo de ello, es el incremento
de las areas de cultivos de soja y de eucaliptus. A esto se agrega, el inicio de la
industrializacion de la madera con la incorporacion de una fabrica de pulpa de celulosa
blanqueada en Fray Bentos. Este aumento de la antropizacion del paisaje puede alterar
la calidad ambiental en un sentido y magnitud desconocido. En el litoral, la actividad
apicola es de gran importancia econdmica, con produccion de mieles de alta calidad. El
objetivo del presente trabajo de investigacion, fue validar el empleo de abejas meliferas
(Apis mellifera) como bioindicadores de la calidad ambiental en la region litoral oeste
del pais. Las abejas revelan el deterioro del ambiente donde viven a través de dos
sefiales: la mortalidad y la presencia de residuos en su organismo o en los productos de
la colmena (miel, cera, propoleos). EI método de monitoreo estandar de la mortalidad en
campo involucra el uso de trampas, por lo que se evalud la eficiencia de colecta y
retencion de abejas muertas de diferentes tipos de trampas con el fin de seleccionar la
més adecuada. La trampa “underbasket” result6 ser la més apropiada para determinar
los niveles de mortalidad diaria y semanal. No obstante, los resultados preliminares
muestran que el nivel de mortalidad semanal en colmenas ubicadas en las localidades de
Juan Lacaze y Fray Bentos no seria un parametro adecuado para evaluar la exposicion
local a dioxido de azufre (SOy) en la regidn litoral oeste del pais. Por otra parte, la miel
demostro ser un bioindicador prometedor para estimar la calidad ambiental en torno a la

colmena en esta region.

Por ultimo, la evaluacion de la mortalidad de abejas en laboratorio debido a la
exposicion aguda por contacto (ensayos de toxicidad aguda) a los principales
insecticidas empleados en los cultivos de soja del litoral oeste mostro diferencias claras
en cuanto a la sensibilidad toxicologica entre el biotipo de abeja nacional y los biotipos
empleados en las evaluaciones internacionales del hemisferio norte. Esto deja en claro
la necesidad de generar informacion basica local sobre la toxicidad de los insecticidas

en uso actualmente en el pais tanto en ensayos de laboratorio como en campo.



INTRODUCCION

AGRICULTURIZACION

El sector primario de la economia normalmente basa su rentabilidad en el uso y/o
explotacion de bienes y servicios ecosistémicos los cuales, en general, no tienen un
precio asignado por el mercado (regulacion de la composicién atmosférica, reciclado de
nutrientes, biodiversidad, polinizacion de cultivos, produccion de agua potable,
mantencion de la fertilidad de los suelos, etc.). ElI balance costo-beneficio de las
actividades del sector primario (madera, carne, produccion de granos, leche, frutas,
miel, etc.) permanecen positivas, hasta que la depreciacion y destruccion de los bienes y
servicios del sector pre-primario alcanza niveles demasiado altos (Sejenovich &
Panario, 1998).

La conversion de los pastizales nativos o los bosques lluviosos (ejemplos, el Cerrado,
los Llanos y la Pampa) en areas de cultivo y ranchos ganaderos es una de las mayores
amenazas a la biodiversidad terrestre y una de las claves de la crisis de extincion global.
La conversion causa una disminucion brusca de la biodiversidad, con la extincion de la
mayoria de las especies que se encuentran en los pastizales y bosques naturales.
También provoca una dramatica liberacion de didxido de carbono que puede tomar
décadas o siglos recuperar de la atmosfera. Otros problemas ambientales asociados a la
conversion incluyen la produccion de ozono a nivel del suelo en concentraciones que
pueden amenazar la salud humana, erosion masiva del suelo, perdida de recursos
hidricos a través de la disminucion de las lluvias, efectos de borde que perturban el
clima dentro de los blogues de bosques remanentes y una exacerbacion de los efectos

del cambio climético global (Edwards & Laurance, 2012).

Los cultivos que se expanden mas rapidamente en términos de area cultivada en la
actualidad son la soja, la cafia de azlcar, el cacao, la palma (Elais guineensis) y los
cultivos de bosques para la produccién de pulpa de papel (tipicamente Acacia, Albizia 'y
Eucalyptus) (Edwards & Laurance, 2012).

En Uruguay, de forma similar a lo ocurrido en la pampa himeda Argentina, el proceso
de agriculturizacion se estd dando por el incremento de las &reas de cultivo de soja



(Manuel-Navarrete et al., 2005). Las mismas, han alcanzado 862.100 ha en el afio
agricola 2010/11 principalmente en el litoral oeste del pais (DIEA, 2011a). El proceso
de agriculturizacion lo ha definido CEPAL como “...un uso creciente y continuo de las
tierras para cultivos agricolas en lugar de usos ganaderos o mixtos...” (Manuel-
Navarrete et al., 2005). Este proceso normalmente se asocia con una intensificacion del
paquete tecnoldgico de la revolucion verde, es decir, incremento de la ganaderia en
encierro, expansion de la agricultura hacia tierras anteriormente consideradas
marginales e incremento de la tecnificacion en producciones orientadas a la rotacion

trigo-soja (Manuel-Navarrete et al., 2005).

A este escenario se agrega un incremento de la demanda por la produccién de madera,

destinada a la fabrica de pulpa de celulosa blanqueada ubicada en Fray Bentos.

EL AGROECOSISTEMA Y LOS POLINIZADORES

La destruccién del ambiente méas alla de sus capacidades de recuperacion y reposicion
se expresa en caracteristicas patologicas del ecosistema, e indeseable para la poblacién
humana (Manuel-Navarrete et al., 2005), ejemplo de esto son: la pérdida de calidad y
cantidad de agua (Gordon et al., 2010), la degradacion del suelo y destruccién de la
fauna benéfica (Bedano et al., 2006; Bedano et al., 2011), la reduccién o pérdida del
control sobre especies patdgenas o dafiinas (Sandermann, 2006; Binimelis et al., 2009;
Johnson et al., 2009), la reduccion de la biodiversidad floristica (Rodriguez & Jacobo,
2010) y la pérdida de capacidades de polinizacion natural (Potts et al., 2010;
vanEngelsdorp & Meixner, 2010).

A pesar de que los agentes polinizadores no son el blanco de los diferentes plaguicidas
usados en la proteccion de los cultivos, son ampliamente afectados por éstos (Devillers,
2002). Los insecticidas y herbicidas reducen las poblaciones de abejas meliferas (Apis
mellifera) por dos vias: directa, muchos de los insecticidas empleados en los cultivos
son altamente toxicos para estos organismos; e indirecta, el uso de herbicidas puede
reducir la oferta floral por unidad de area para el pecoreo de las abejas. La actividad
toxica de los plaguicidas puede darse por ingesta de néctar o polen contaminado,
envenenamiento por contacto cuando vuelan a través de una nube de plaguicida o al

caminar sobre partes tratadas de una planta (Devillers, 2002). Las colonias en las
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colmenas pueden ser afectadas directamente por los plaguicidas, pero con mayor
frecuencia sélo las abejas pecoreadoras mueren en campo o sus funciones fisioldgicas se
ven afectadas. Sin embargo, si las abejas pecoreadoras mueren son reemplazadas por
abejas jovenes lo cual conduce en forma continuada al despoblamiento de la colmena
(Kevan et al., 1990; Devillers, 2002).

La toxicidad de un insecticida especifico es resultado de sus propiedades fisicoquimicas,
de la formulacién, el método de aplicacion en campo y de la capacidad de
detoxificacion de las abejas. Asi, los insecticidas organofosforados y carbamicos acttan
sobre el sistema nervioso de las abejas provocando problemas de regurgitacion,
abdomen distendido, comportamientos agresivos, movimientos erraticos, inhabilidad
para volar, desorientacion, letargo, paralisis, morbilidad y muerte. Los piretroides, por
su parte, inducen movimientos erraticos, inhabilidad para volar, estupefaccion seguido
muy a menudo, por paralisis, morbilidad y muerte. Los compuestos organoclorados,
actian como agentes neuroactivos sobre la transmision de los impulsos nerviosos
induciendo movimientos erraticos, actividad anormal y temblores (Devillers, 2002). Por
su parte, los insecticidas reguladores del crecimiento (IGRs) del tipo benzoilurea
(inhibidores de la sintesis de quitina) son considerados relativamente seguros para las
abejas. Sin embargo, a altas dosis estos compuestos pueden ser también perjudiciales

para las especies A. cerana y A. mellifera en etapa adulta (Gupta & Chandel, 1995).

LAS ABEJAS MELIFERAS (APIS MELLIFERA) COMO BIOINDICADORES DE
CALIDAD AMBIENTAL

La idea de emplear abejas meliferas en el monitoreo ambiental no es nueva. J. Svoboda,
en 1935, sugirid que estos insectos podian brindar datos valiosos sobre el impacto
ambiental de ciertas industrias en determinadas areas. Veinticinco afios méas tarde dicho
autor reportd, via monitoreo con abejas, un incremento en el ambiente del radionucleido
estroncio 90. Desde 1970, se ha incrementado el empleo de abejas en el monitoreo de
contaminacion ambiental por metales pesados, plaguicidas, radionucleidos entre otros
(Porrini et al., 2002; Devillers et al., 2002, Ponikvar et al., 2005).

Ademaés de su importancia ecoldgica, las abejas son organismos centinela que presentan

una serie de caracteristicas etologicas y morfoldgicas que los hacen buenos indicadores
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bioldgicos. Son faciles de producir en condiciones controladas y manipular, tienen una
amplia distribucién, son organismos ubicuos con bajos requerimientos alimenticios, su
ciclo bioldgico es relativamente corto y particularmente, bien conocido (Devillers,
2002). Sumado a lo anterior, presentan una gran movilidad y alcance de vuelo, por lo
que monitorean extensas areas. Comunmente pecorean en un radio de 1.5 km de
distancia a partir de su colmena y excepcionalmente, a 10-12 km de distancia
dependiendo de sus habilidades y las necesidades de alimento (Devillers, 2002a).
Durante estos vuelos de pecoreo, muestrean al azar el ambiente recogiendo nectar,
polen, mieladas, resinas y agua. Ademas, colectan particulas de polvo de diversos
origenes en los pelos de sus cuerpos (Devillers, 2002a). Es importante destacar que las
abejas solo colectan los contaminantes biodisponibles, como consecuencia, revelan el
deterioro quimico del ambiente donde viven a través de diferentes sefiales como la alta
mortalidad, cambios comportamentales y la presencia de residuos en sus cuerpos o en
los productos de la colmena (miel, cera, propdleos) (Devillers, 2002; Porrini et al.,
2002; Ghini et al., 2004; Decourtye et al., 2004; Yang et al., 2008).

MIEL

La miel es un producto natural elaborado por las abejas a partir de néctar (miel de
néctar), secreciones de partes de la planta y excreciones de insectos chupadores (miel de
mielada). Es un indicador ambiental valido, que cumple con varios de los requisitos
exigidos y presenta ciertas ventajas como el facil manejo y obtencidn, bajo costo y
muestreo selectivo limitado a un area de varios kilébmetros cuadrados. Las abejas
pecorean en una gran diversidad de lugares interactuando fuertemente con el ambiente
en torno a la colmena. Las concentraciones de los contaminantes en la miel reflejan
exposicién sobre las plantas que pecorean, la atmosfera, y el suelo del &rea en la cual se
ubica la colmena (Rodriguez et al., 2006).

La miel ha sido empleada para biomonitorear la distribucién y el impacto de diversos
contaminantes incluyendo dioxido de azufre (SO,) (Porrini et al., 2002; Ponikvar et al.,
2005).

Como fue mencionado anteriormente, en la region litoral oeste del pais, se ha
incrementado la silvicultura. Uruguay tiene una superficie total de bosque de 1.722 mil
9



hectareas, de las cuales 676 mil hectareas corresponden a plantaciones de eucaliptos
(DIEA, 2010). La madera de eucalipto es usada para la produccion de pulpa de papel y
papel con muy buenas caracteristicas en términos de fuerza y blancura (Bordado &
Gomes, 1997). La produccion de pulpa de papel por el proceso Kraft genera emisiones
atmosféricas compuestas principalmente por polvos, sélidos particulados, vapor de
agua, mondxido de carbono, dioxido de carbono, didxido de azufre, oxido de nitrégeno,
sulfuro de hidrégeno y mercaptanos tales como metilmercaptano, dimetilmercaptano y
dimetildisulfuro. El dioxido de azufre (SO,) es emitido como un producto de oxidacién
formado en la caldera de recuperacion donde se quema el licor negro para generar vapor
de alta presién utilizado para cubrir las necesidades de vapor de la planta o para la

generacion de energia eléctrica (Bordado & Gomes, 1997).

MORTALIDAD DE ABEJAS EN APIARIOS

La evaluacion de la mortalidad es un pardmetro fundamental para garantizar un
monitoreo del ambiente confiable con las abejas como bioindicador (Porrini et al.,
2002; Celli & Maccagnani, 2003).

Para poder asegurar que un cierto nivel de mortalidad es alto se debe determinar, en
primer lugar, el nivel de mortalidad natural. Sin embargo, existen ciertas dificultades en
la determinacion de la mortalidad natural debido a variaciones que responden a tres
ordenes: 1- variaciones estacionales, 2- variaciones de un afo a otro y 3- variaciones de

una colmena a otra.

El ciclo de vida de las abejas parece estar relacionado con la estacionalidad. En
términos generales, las abejas viven mas tiempo durante los meses de invierno. Asi, la
mortalidad de abejas seria menor durante estos meses (Michener, 1974; Winston, 1987;
Seeley, 1995). En promedio la duracién de la vida de las obreras durante el invierno esta
entre 100-150 dias mientras que, en verano puede variar entre 6 y 42 dias (Winston &
Fergusson, 1985). Las diferencias en cuanto a la duracion de la vida de las obreras que
se observa entre diferentes estudios, puede deberse en parte a la habilidad de las
colonias para comprimir o expandir la duracion de la actividad de las obreras para
adecuarlas a las condiciones de la colonia o influencias externas (Winston & Fergusson,
1985).

10



Las variaciones ambientales de un afio a otro también afectan la mortalidad natural.
Dado que en un mismo afio, la estacién influye en la duracién de la vida de las obreras,
es esperable que de un afio a otro las variaciones observadas reflejen las del clima
(Michener, 1974; Winston, 1987; Seeley, 1995). Extensos periodos de bajas o altas
temperaturas y de lluvias han constituido la causa de casos graves de mortalidad de
colmenas en el pasado (vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Los apicultores han
identificado al clima invernal severo como el cuarto contribuyente méas importante en la
mortalidad de colmenas durante el invierno en los Estados Unidos. El clima puede tener
un efecto directo sobre la productividad de la colonia. Por ejemplo, altas temperaturas
ambientales tienden a incrementar la productividad de la colonia porque reducen las
demandas metabdlicas de las obreras, mientras que largos periodos de lluvia o bajas
temperaturas tienen un efecto en detrimento de la productividad ya que las obreras

permanecen en la colmena (vanEngelsdorp & Meixner, 2010).

Los efectos mas significativos de las condiciones climaticas sobre la productividad de la
colonia, tanto positivos como negativos, son indirectos. Las altas temperaturas y las
precipitaciones adecuadas se correlacionan con el incremento en la produccion de
néctar. A la inversa, lluvias insuficientes o bajas temperaturas, pueden tener efectos
negativos sobre la produccion de la colonia. En el noreste de los Estados Unidos, una
prolongada sequia de verano o lluvias persistentes en otofio causan una menor
sobrevivencia de las colmenas durante el invierno dado que impiden que la vegetacion
de otofio produzca las cantidades habituales de polen y néctar. La disminucion de las
reservas de polen en el otofio induce el cese temprano de cria del nido, lo que tiene
como consecuencia el desarrollo prematuro de las obreras de invierno. Las colonias que
contienen abejas obreras de invierno desarrolladas en forma temprana debido a la
escasez de polen, es menos probable que sobrevivan al invierno que aquellas colonias
que criaron las abejas obreras de invierno en forma maés tardia (vanEngelsdorp &
Meixner, 2010).

Las condiciones climaticas también pueden tener efectos sobre la carga de patdgenos
dentro de las colonias. Por ejemplo, la temperatura y la humedad tienen un efecto
directo sobre el crecimiento de las poblaciones del ectoparasito Varroa destructor, el
microsporidio Nosema ceranae y del hongo Ascosphaera apis causante de la
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enfermedad conocida como cria yesificada (Bailey & Ball, 1991; Fries, 2010;

vanEngelsdorp & Meixner, 2010).

En cuanto a las variaciones en la mortalidad asociadas a las caracteristicas propias de las
colonias, se han llevado a cabo varios estudios comparativos entre abejas africanizadas
y europeas para determinar la longitud de vida promedio de sus obreras. Se ha
establecido en la literatura que las abejas africanizadas tienen una duracion de vida mas
corta que las abejas europeas, sin embargo, no hay datos concluyentes que soporten tal

afirmacion (Winston et al., 1981; Becerrra-Guzman et al., 2005).

La evaluacion de la mortalidad en colonias de abejas adquiere particular significado no
solo en ciertas areas de estudio como la toxicologia (determinacion del riesgo de
plaguicidas en ensayos de campo, semi-campo Y laboratorio), sino también en estudios
ecologicos basados en técnicas de investigacion ambiental que utilizan a la abeja como
bioindicador (Porrini et al., 2000).

EVALUACION DE LA MORTALIDAD EN ENSAYOS DE CAMPO. TRAMPAS
PARA ABEJAS MUERTAS

El método de monitoreo estandar de la mortalidad en colonia de abejas involucra el uso
de trampas para capturar las abejas muertas. En la actualidad, se han desarrollado
diferentes tipos de trampas para abejas muertas que permiten detectar eventos de
mortalidad importantes y asi, dar inicio a los analisis quimicos necesarios para

determinar el agente causante de dicho evento.

Las abejas necréforas son abejas obreras especializadas en remover los individuos
muertos (necroforesis) del interior de la colmena (Mayer et al., 1980; Pérez et al., 2001;
Illies et al., 2002; Porrini et al., 2003; Hendriksma & Hartel, 2010). EI comportamiento
necréforo es una adaptacion esencial a la vida social en nidos cerrados. Para reconocer
los cadaveres dentro del nido, las abejas obreras probablemente usen sefiales quimicas
que aparecen rapidamente después de la muerte de la abeja (Visscher, 1983). Se observa
un comportamiento diferencial de las abejas necrd6foras con respecto al peso de los
objetos. Primeramente, los objetos pesados tales como los cuerpos frescos de abejas

muertas son abandonados a la salida de la colmena. Posteriormente, la actividad de
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limpieza secundaria incluye la remocion de estas abejas muertas parcialmente secas, y

por tanto mucho mas livianas, a varios cientos de metros lejos de la colmena.

Las trampas deben tomar en cuenta ambos comportamientos de limpieza para colectar
todos los cuerpos frescos y prevenir la posterior remocién de los cuerpos secos de la
trampa (Pérez et al., 2001). Asi, los diferentes tipos de trampas deben cumplir con
ciertos requisitos como ser: 1- colectar el cuerpo de la abeja muerta con eficiencia y
mantenerlo en el tiempo, 2- ser resistente a los eventos meteoroldgicos, 3- no interferir
con la actividad de las abejas, 4- ser facilmente aplicable y ensamblable y 5- tener bajo
costo de construccion (Porrini et al., 2000).

Existe un gran nimero de trampas que se han usado en investigaciones practicas como
la estimacion del riesgo de ciertos plaguicidas para las abejas. Entre las trampas mas
usadas estan la trampa “Gary”, la trampa “Todd” y la trampa “underbasket” (lllies et al.,
2002). La trampa “underbasket” consiste basicamente en un marco de madera equipada
con una red de diferente malla en la parte superior e inferior. Se ubica en el suelo frente
a la piquera por lo que no forma un cuerpo unico con la colmena. Las trampas “Gary” y
“Todd” consisten basicamente en una caja ubicada a la entrada de la colmena que
colecta las abejas muertas retiradas por las necroforas y las protege de los predadores.
Las abejas pueden salir o entrar en la trampa “Gary” a través de dos ranuras en la parte
superior de la misma. Una de las ranuras esta situada cerca de la entrada a la colmena y
las abejas la utilizan durante las actividades regulares de vuelo. La otra ranura es usada
principalmente como una trampa de salida. En la base de la trampa “Gary”, debajo de
esta ranura se insertan dos jarras de vidrio para colectar las abejas muertas. Ambos tipos
de trampas, perturban la actividad normal de la colonia (Pérez et al., 2001; Illies et al.,
2002). Porrini et al (2000) disefiaron un tipo de trampa denominada “de barrera”, ya que
las abejas necroforas son obligadas a salir por pequefios orificios en la parte anterior de
la trampa, dejando caer los cuerpos de las abejas muertas en un compartimento ubicado
en la parte inferior de la misma. Esta trampa se aplica directamente a la entrada de la
colmena por lo que es percibida por las abejas como parte de la misma (Porrini et al.,
2000).
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EVALUACION DE MORTALIDAD EN ENSAYOS DE LABORATORIO.
ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

La agricultura intensiva se caracteriza por la alta productividad, alto aporte de
plaguicidas y fertilizantes, baja proporcién de praderas permanentes, incremento de la
mecanizacion y el tamafio de chacras y simplificacion de la rotacion de cultivos (Tinker,
1997; Le Féon et al., 2010). Estos cambios en el ambiente tienen efectos negativos
sobre los insectos polinizadores (Dale & Polasky, 2007; Kuldna et al., 2009; Brittain et
al., 2010; Williams et al., 2010).

En la agricultura moderna, los plaguicidas sintéticos contintan siendo la principal linea
de defensa en la mayoria de los programas de manejo de plagas. El objetivo expreso de
los insecticidas es “matar a las plagas”, sin embargo, pueden tener impactos letales o
subletales sobre organismos no blancos (organismos que reciclan nutrientes en el suelo,
polinizadores y predadores de especies blanco) y reducir y/o contaminar las fuentes de

alimentos para organismos en niveles tréficos superiores (Devine & Furlong, 2007).

La produccion global de plaguicidas se ha incrementado durante varias décadas y se
pronostica mas del doble para el 2050, alrededor de 10 millones de toneladas métricas
(Brittain & Potts, 2011). El uso de plaguicidas junto con las practicas de manejo del
suelo han sido identificados como presiones clave sobre los polinizadores. Los
insecticidas son el grupo de plaguicidas que poseen el mayor riesgo directo para los
polinizadores. Numerosos estudios han demostrado los impactos negativos de los
insecticidas sobre las abejas A. mellifera y varias abejas no-Apis (Brittain & Potts,
2011).

Para lograr la proteccion de los organismos no blanco de los efectos causados por el
desarrollo y uso continuado de plaguicidas en la agricultura moderna, la EEC (por sus
siglas en inglés, European Economic Community) y la U.S. EPA (por sus siglas en
inglés, United States Environmental Protection Agency) establecen directivas (OECD
N° 213 y 214, OEPP/EPPO guia N° 170, EPA/OPPTS N° 850.3020, 850.3030 y
850.3040) en las cuales se exige realizar bioensayos con abejas meliferas para el
registro de plaguicidas (Devillers et al., 2003). En primer lugar, deben realizarse
ensayos de toxicidad aguda oral o por contacto en el laboratorio. Los valores de DLs

obtenidos en estos ensayos corresponden a una Unica dosis de plaguicida administrada
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por ingestion o contacto que resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de
prueba a las 24 o 48 horas posteriores a la exposicidn. Si estos valores estan por encima
de un umbral establecido, deben realizarse diferentes tipos de bioensayos adicionales
(ensayos en caja, en tunel y/o campo) para obtener la autorizacion para la
comercializacion del producto (Cluzeau, 2002).

EVALUACION DEL RIESGO DE LOS PLAGUICIDAS PARA LAS ABEJAS.
NORMATIVAS VIGENTES.

La normativa que reglamenta el registro, contralor y venta de plaguicidas de uso
agricola en el Uruguay es el Decreto 149/977 del 15 de marzo de 1977. Este decreto en
su art. N° 3, establece que “La solicitud de registro y de la autorizacion de venta

..... debera contener informacién sobre:

H) toxicidad del producto para el hombre, peces, animales domésticos y especialmente
para abejas. A tales efectos las oficinas técnicas de la Direccion de Sanidad Vegetal,
elaboraran una escala de toxicidad con el asesoramiento del Centro de Investigacion y
Asesoramiento Toxicologico CIAT, de la Facultad de Medicina”. Sin embargo, no
existen en el pais directrices aprobadas para la realizacion de los ensayos de laboratorio

cuyo objetivo sea determinar la toxicidad de estos productos sobre abejas.

La directiva europea N° 91/414/CEE de 1991, concerniente al registro de productos
para la proteccion de cultivos, establece las condiciones que deben ser cumplidas para
obtener la autorizacion de mercado. Esta aprobacion se lleva a cabo en dos etapas. La
aprobacion de la sustancia activa es otorgada a nivel de la Comision Europea; mientras
que las autorizaciones para las formulaciones permanecen a nivel nacional. Para la
autorizacion de la sustancia activa se realizan en primer lugar, bioensayos de toxicidad
en laboratorio. Los valores de toxicidad aguda oral o por contacto (DLsy) son
indicadores del impacto potencial sobre las abejas. La determinacion de los valores de
DLsy (48 hrs) para las formulaciones comerciales administradas por contacto o
ingestién, pueden requerirse cuando la formulacién contiene varias sustancias activas o
cuando su toxicidad no puede ser establecida por comparacion con aquellas de similar

formulacién (Cluzeau, 2002).
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En los Estados Unidos, la autorizacion para los productos de proteccion de cultivos esta
gobernada en general por la U.S. EPA y mas precisamente por la OPP (por sus siglas en
inglés, Office of Pesticide Programs). El procedimiento para la aprobacién de mercado
es iniciado a nivel federal y luego a nivel de cada Estado. Al igual que la regulacion
europea, en un primer paso se determina la toxicidad aguda en laboratorio. Si las abejas
pueden estar en contacto con los productos de proteccion se debe establecer la DLsg por
contacto. De forma similar, en el caso de ingestion del producto por las abejas, debe
establecerse la DLs, oral. EI método usado estd definido por la OPPTS (por sus siglas
en inglés, Office of Prevention, Pesticides and Toxic Substances) guia N° 850.3020. En
base a los valores obtenidos para la DLso, Se requeriran 0 no bioensayos adicionales
(ensayo de residuos en el follaje y/o de campo). La toxicidad del quimico es medida en
la escala de Atkins, si el valor de DLs es igual o superior a 11jg/abeja, el producto es
considerado como no toxico. Para los valores de DLs entre 2 y 11ug/abeja, el producto
es considerado como moderadamente toxico; y para valores inferiores a 2 pg/abeja el

producto es altamente toxico (Cluzeau, 2002).

Existen, sin embargo, una serie de desventajas relacionadas a los ensayos de toxicidad
aguda que a menudo no son consideradas en las directrices establecidas por la EPPO
(por sus siglas en inglés, European and Mediterranean Plant Protection Organization)
(Cluzeau, 2002; Rortais et al., 2005). Entre ellas, se destacan los efectos debidos a las
exposiciones crénicas o sub-cronicas a concentraciones subletales de diversos
compuestos de uso habitual en la proteccion de cultivos (Decourtye et al., 2004;
Decourtye et al., 2005; Rortais et al., 2005; Yang et al., 2008; Wu et al., 2011).

Existe una amplia variedad de efectos comportamentales y fisiologicos subletales
reportados en abejas debidos a la exposicién a plaguicidas, principalmente insecticidas.
Estos van desde efectos en la discriminacion de olores a la pérdida de las abejas
pecoreadoras debido a una disrupcion de su comportamiento de orientacion de regresar
a la colmena. Muchos de los efectos reportados ocurren a nivel de o por debajo del nivel
gue se estima que ocurran en un corto periodo de tiempo posterior a las aplicaciones en
campo. Se debe prestar particular atencion a la relevancia de los efectos subletales en
los ensayos de laboratorio en aquellos compuesto que pueden, por lo demas, no
someterse a ensayos posteriores dada su baja toxicidad aguda o bajo rango de aplicacién

pero gque pueden causar efectos a nivel de la colonia (Thompson & Wilkins, 2003).
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Muchos de los plaguicidas aplicados sobre la superficie de las plantas tienen una accion
rapida y residual de pocas horas o dias mientras que, los insecticidas sistémicos
penetran dentro de la planta, incluyendo las plantas meliferas y poliniferas,
protegiéndolas durante todo su desarrollo de invertebrados del suelo y en ciertos casos
de insectos succionadores (Rortais et al., 2005). Las guias de ensayos regulatorios no
toman en cuenta la potencial persistencia de estas moléculas en las plantas, y no
especifican cuales ensayos de laboratorio deberian ser usados para estimar el posible
impacto letal o subletal sobre las abejas debido a las exposiciones cronicas que se dan
después de varios dias de ingesta o contacto repetitivo con insecticidas sistémicos
(Rortais et al., 2005). Yang et al. (2008) demostraron que dosis orales subletales de
imidacloprid son capaces de afectar el comportamiento de pecoreo en abejas meliferas,
aumentando el intervalo de tiempo entre dos visitas al mismo sitio de pecoreo. De igual
forma, Decourtye et al. (2004) reportaron una disminucion en la actividad de pecoreo
sobre la fuente de alimento y en la actividad a la entrada de la colmena en abejas
expuestas oralmente a jarabe contaminado con imidacloprid y deltametrina. Han sido
observados efectos negativos sobre el aprendizaje olfativo en abejas expuestas a
imidacloprid mediante el ensayo de respuesta condicionada de extension de la proboscis
(PER) (Decourtye et al., 2004). El insecticida endosulfan mostrd, mediante el ensayo
PER, una reduccion en el aprendizaje en abejas obreras expuestas a diferentes dosis

orales (Abramson et al., 1999; Decourtye et al., 2005).

Varios estudios han demostrado también que los pesticidas pueden causar inestabilidad
en el desarrollo de insectos no-blanco. Esta inestabilidad puede reflejarse en el
incremento de los niveles de asimetria fluctuante (AF), en algunas caracteristicas
morfoldgicas en los organismos en estudio. Ondo Zue Abaga et al. (2011), estudiaron
los efectos del endosulfan y profenofos presentes en muestras de suelo colectadas en
areas de cultivo de algodon tradicionales y recientes, sobre abejas meliferas. El indice
de asimetria fluctuante (AF1) en la longitud del segundo tarso (LHW) se incremento en
las abejas expuestas a muestras de suelo de areas algodoneras, siendo sus niveles de AF
significativamente mayores a los del control.

Wau et al. (2011) llevaron a cabo estudios para examinar los posibles efectos directos e
indirectos de la exposicion a plaguicidas a partir de cuadros de cria contaminados sobre
el desarrollo y la duracion de vida de las abejas obreras adultas. Los efectos subletales
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reportados incluyen el retraso en el desarrollo larval y la emergencia de adultos vy,
acortamiento de la longevidad en adultos. Estos efectos directos pueden afectar
indirectamente a la colonia debido al desplazamiento prematuro de los roles en la
colmena y la actividad de pecoreo.

Otra desventaja de los bioensayos de toxicidad aguda estipulados en las regulaciones es
que no se considera la exposicion a mezclas o combinaciones de dos 0 mas compuestos
que pueden dar efectos aditivos, sinérgicos, potenciaciones, antagonismos o ser
indiferentes, dependiendo de las caracteristicas de las sustancias y de los organismos
bajo evaluacion. Ellis et al. (1997) comprobaron que las abejas tratadas con fluvalinato
(Apistan Queen Tabs) usado para controlar el ectoparasito V. destructor, exhibian una
mayor susceptibilidad al bifeltrin (plaguicida del género piretroide) que las abejas no
tratadas en ensayos de laboratorio. Si el sinergismo existe entre el fluvalinato y los
plaguicidas aplicados a los cultivos, las colonias tratadas contra la varroosis pueden ser
mas vulnerables a dafios por plaguicidas que las colonias no tratadas. Existen varios
estudios sobre interacciones potenciales cuando las abejas son expuestas a mas de un
plaguicida, encontrandose en varios casos sinergismos entre diferentes compuestos
(Ellis et al., 1997).

Por ultimo, los ensayos de toxicidad pueden estar influenciados por otros factores como
es el biotipo de abejas que se esté evaluando o las condiciones climéticas en los ensayos
de campo (Tornier et al., 2003). La guia OEPP/EPPO N° 170 para la evaluacion de los
efectos de los productos de proteccidn sobre las abejas, se desarrollé principalmente en
la regidn norte de Europa y esta adaptada a las condiciones existentes en estos paises
(OEPP/EPPO, 2001). Dado que las condiciones climéaticas dominantes en el resto de los
paises son muy diferentes, los ensayos con abejas especialmente influenciados por el
disefio y los requerimientos para su ejecucion deben ser modificados (Koch & Weiber,
1997; Tornier et al., 2003).

De igual forma, las guias OEPP/EPPO N° 170 y EPA/OPPTS N°850, 3020 no
especifican el biotipo de abeja en el cual se debe evaluar el producto de proteccion de
cultivos (US EPA, 1996; OEPP/EPPO, 2001). En nuestro pais, las abejas que
predominan son, en gran parte resultado de la cruza de la subespecie europea (A. m.
mellifera) con africana (A. m. scutellata) (Diniz et al., 2003). Por otra parte, en los

Gltimos afios se ha dado una fuerte introduccion de abejas italianas (A. m. ligustica),
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especialmente en los departamentos del litoral oeste del pais (Invernizzi, C.; com. per.).
Esto podria causar variaciones en los valores de toxicidad aguda (DLsg) obtenidos en

bioensayos que emplearon probablemente otra subespecie de A. mellifera para evaluar
los plaguicidas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluacion del biotipo de abeja melifera (A. mellifera) presente en apiarios del litoral

oeste como bioindicador de la calidad ambiental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la eficiencia de colecta de diferentes tipos de trampas para abejas muertas.

2. Estimar los niveles de mortalidad de abejas en apiarios ubicadas en el litoral oeste

del pais expuestos a contaminacion industrial.
3. Evaluar la miel como indicador de contaminacién ambiental por SO,.

4. Determinar la toxicidad aguda por contacto para abejas meliferas de insecticidas

utilizados en los cultivos de soja.
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MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

INIA- La Estanzuela —La Estacion Experimental “Dr Alberto Boerger”, INIA-La
Estanzuela se encuentra ubicada en el suroeste de la regidn agricola ganadera del pais,
en el departamento de Colonia, sobre la ruta 50, km11 (figura 1).

INIA - LA |
u ESTANZUELA |

|}
COLONIA DEL
SACRAMENTO

El Semillero

Est. Exp. INIA- Metros
a La Estanzuela e
D:” ED % 0 300 600 900
a
L o
Apiario

Figura 1. Estacion Experimental “Alberto Boerger”, INIA-La Estanzuela, Departameto de Colonia.
Uruguay. ® Ubicacién del apiario experimental.
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Para determinar la eficiencia de captura y retencion de diferentes tipos de trampas para
abejas muertas se seleccion6 una zona resguardada del parque de la Estacidn
Experimental INIA-La Estanzuela. Alli se instald un apiario conformado por 20
colonias de abejas meliferas. Estas colonias se emplearon también para determinar la

mortalidad natural diaria en apiarios ubicados en el litoral oeste del pais.

Posteriormente, con el objetivo de estimar los niveles de mortalidad en colonias de
abejas meliferas y de evaluar la miel como indicador de contaminacién ambiental por
SO, se instalaron redes de apiarios experimentales en dos localidades de la region

litoral oeste: Juan Lacaze y Fray Bentos.

Juan Lacaze — La localidad de Juan Lacaze ubicada en el Departamento de Colonia,
cuenta con una poblacion de 13.015 habitantes y una importante actividad
agroindustrial. Es de destacar la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A.

(produccién anual: 180.000 ton/afo).

En esta zona se instalé una red de monitoreo formada por 5 apiarios experimentales
(estaciones de muestreo) con 5 colmenas cada uno. Cada apiario fue situado a diferentes
distancias de la planta de pulpa de celulosa. En funcion de los patrones de vientos
dominantes, se sitlio una estacion a 2 y 4 km aproximadamente de Juan Lacaze. Las tres
estaciones restantes, se situaron a 8 km de distancia con respecto a Juan Lacaze y a 4

km entre ellas, aproximadamente (Figura 2).

Fray Bentos — La localidad de Fray Bentos se encuentra en el Departamento de Rio
Negro y cuenta con una poblacion de 22.577 habitantes. En el area se desarrollan
actividades agropecuarias asi como industriales, destacandose la planta de pulpa de
celulosa UPM (produccién anual: 1.000.000 ton/afio) y su terminal portuaria.
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Figura 2. Red de monitoreo ambiental en Juan Lacaze.® Ubicacion de los 5 apiarios experimentales que

conformaban la red.

La red de monitoreo ambiental INIA PSAQ7 ubicados en localidad de Fray Bentos
estuvo constituida por 12 estaciones de muestreo, de las cuales se escogieron 5 para
formar parte del presente estudio. Los apiarios escogidos, compuestos por 5 colmenas
cada uno, estaban ubicados a lo largo de una transecta en direccion sur correspondiente
al patron de vientos predominantes (Figura 3). Las estaciones mencionadas se
encontraban a una distancia aproximada de 2, 4, 8 y 16 km con respecto a la planta de

pulpa de celulosa UPM.
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Figura 3. Red de monitoreo ambiental en Fray Bentos. ® Ubicacion de los apiarios experimentales
seleccionado de la red de monitoreo ambiental INIA-La Estanzuela.® Ubicacidn de los demas apiarios

de la red de monitoreo excluidos del estudio.

EFICIENCIA DE COLECTA DE ABEJAS MUERTAS CON
DIFERENTES TIPOS DE TRAMPAS

Se evalug la eficacia de colecta de las trampas “underbasket”, “de barrera” y un
prototipo diseflado en la Estacion Experimental INIA-La Estanzuela denominado
“INIA_LE”.

Para ello, se emplearon 20 colonias de abejas meliferas en buenas condiciones
sanitarias. Las colonias fueron evaluadas el dia previo al inicio y dos dias después de
finalizado cada ensayo. El tamafio poblacional de cada colmena fue estimado contando

el nimero de espacios entre marcos ocupados por abejas (Pérez et al., 2001; Faucon et
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al., 2005; Chauzat et al., 2009). Todas las colonias contaban con cria, reservas de miel y
polen al momento de iniciar el ensayo.

Las colmenas se dividieron al azar en cuatro grupos de cinco colmenas, tres de ellos
equipados con un tipo diferente de trampa: “underbasket”, “de barrera” ¢ “INIA LE”.
El cuarto grupo correspondi6 al grupo control. La trampa “underbasket” fue construida
con las dimensiones descriptas por Porrini et al. (2000): 50 cm (ancho) x 100 cm (largo)
x 10 cm (altura). La parte inferior de la trampa se cubrié con una malla de plastico de
0.3 mm y en la parte superior se coloc6 una malla metalica de 1x1 cm de apertura. La
trampa se ubico en el suelo frente a la piquera por lo que no formé un cuerpo Unico con
esta, figura 4A.

La trampa “de barrera” se construy6 de acuerdo a lo estipulado por Porrini et al. (2000)
(figura 4B). Esta trampa se colocé directamente en la entrada a la colmena, obligando a
las abejas a pasar por un canal de 3 cm de largo y 0.8 cm de ancho para abandonar la
colmena. En la base de la trampa se dispuso un recipiente para colectar las abejas
muertas. De esta forma se protegié la muestra de la exposicion a los agentes
atmosféricos y de posibles predadores (avispas, hormigas, pajaros).

Por ultimo, la trampa “INIA_LE” se disefio en base a resultados de ensayos previos
desarrollados por la Unidad de Apicultura de INIA-La Estanzuela (datos no
presentados). Al igual que la trampa “de barrera”, esta trampa se colocO sobre la
entrada a la colmena obligando a las abejas a salir por una ranura a lo largo de la parte
superior de la trampa de 1 cm de ancho. En la parte inferior de la trampa se dispuso una
caja oscura para colectar las abejas muertas (figura 4C). Las trampas “de barrera” e
“INIA_LE” son percibidas por las abejas como parte integrante de la colmena.

Todas las trampas fueron equipadas, ademas, con una lamina plastica de color blanco
(1,20 cm?) colocada en el suelo frente a la entrada de la colmena.

El control consistié en colmenas a las cuales se les colocé Gnicamente la lamina pléastica
de color blanco en frente a la entrada de la colmena. Esto permitié contar las abejas

muertas retiradas del interior de la colmena por las necréforas (figura 4D).

Las trampas fueron instaladas cinco dias antes del inicio del ensayo para que las abejas
se adaptaran a la presencia de las mismas.
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Figura 4. A- Trampa “Underbasket”; B- Trampa “de Barrera”; C- Trampa “INIA_LE”; D- Control sin
trampa.

Para evaluar la eficiencia de colecta y retencién de las muestras de los diferentes tipos
de trampas, se utilizaron abejas muertas marcadas. El dia previo al inicio del ensayo se
colectaron abejas obreras adultas a partir de colonias que no fueron incluidas en el

ensayo y se sacrificaron por congelamiento. Posteriormente, se marcaron en la
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superficie dorsal del térax con pintura resistente al agua, brillante y sin olor (similar a
UNI-POSCA PC-5M, Mitsubishi Pencil Co Ltd, Japén).

Se tomaron todas las precauciones necesarias para evitar que abejas muertas marcadas
colocadas en una colmena equipada con un tipo de trampa fueran colectadas por otro
tipo de trampa en otra colmena. Para cada tipo de trampa se colore6 las abejas muertas
con un color diferente. También se tomaron precauciones para evitar perturbar el
comportamiento normal de la colonia. Las operaciones de apertura, introduccién de
abejas muertas marcadas y cierre de las colmenas se realizo con la mayor rapidez
posible. De igual forma, se utilizo la menor cantidad de humo posible durante la
manipulacion de las colmenas.

El ensayo se inici6 introduciendo 50 abejas muertas marcadas sobre la cAmara de cria de
cada colmena. El nimero de abejas muertas marcadas recuperadas por cada trampa se
determing a intervalos de 15 minutos durante la primera hora posterior a su introduccién
(t1-t4). Los recuentos siguientes, se hicieron cada dos horas (ts-tip) durante el primer dia
del ensayo segun Illies et al. (2002). Por ultimo, se contaron las abejas marcadas en
cada trampa y el control cada 24 horas (t11-t17) durante los siguientes siete dias.

Las abejas muertas marcadas colectadas y retenidas por las trampas no fueron
removidas hasta el final del ensayo.

Para evitar que los resultados se vieran influidos por las diferencias individuales entre
las colonias de abejas el ensayo se repitié dos veces (diciembre 2008 y enero 2009)

cambiando la trampa de cada colmena.

EFICIENCIA DE COLECTA DE LA TRAMPA “UNDERBASKET” EN EL
TIEMPO

La eficiencia de colecta y retencion de la trampa “underbasket” se evalud en las dos
redes de apiarios ubicadas en Juan Lacaze y Fray Bentos durante los meses de marzo-
mayo de 2009. Las trampas “underbasket” se colocaron en el suelo, a la salida de las
colmenas sobre una lamina pléstica de color blanco de 1,20 cm?. La instalacién de las
trampas se realizd 5 dias antes del inicio del ensayo para que las abejas se

acostumbraran a su presencia. El dia previo al inicio del ensayo se evaluaron las
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colmenas que conformaban las redes de monitoreo. En ambos casos, las colonias de
abejas meliferas tenian cria, reservas de polen y buenas condiciones sanitarias.

El dia previo al inicio del ensayo se colectaron abejas obreras adultas a partir de
colonias que no fueron incluidas en el ensayo y se sacrificaron por congelamiento.
Posteriormente, se marcaron en la superficie dorsal del térax con pintura resistente al
agua, brillante y sin olor (similar a UNI-POSCA PC-5M, Mitsubishi Pencil Co Ltd,
Japon).

El ensayo se inicid introduciendo 50 abejas muertas marcadas sobre la cAmara de cria de
cada colmena en horas de la mafiana. Al dia siguiente (dia 1), en horas de la mafiana se
contd el nimero de abejas colectadas y retenidas por las trampas. Las abejas muertas
marcadas fueron removidas de las trampas y de la ldmina plastica del control luego de
ser contadas. Transcurrido 7 dias del inicio del ensayo, se limpiaron todas las trampas y
se agregaron nuevamente 50 abejas muertas marcadas sobre la cdmara de cria de cada
colmena. Al dia siguiente (dia 8) se cont6 el nimero de abejas colectadas y retenidas en
las trampas. Nuevamente, al terminar el recuento se retiraron las abejas muertas
marcadas de las trampas. Este procedimiento se volvio a repetir el dia 15 posterior al

inicio del ensayo.

DETERMINACION DE LA MORTALIDAD NATURAL DIARIA DE ABEJAS EN UN

APIARIO EXPERIMENTAL

El ensayo se llevo a cabo en el mes de enero de 2009. Se emplearon 10 colonias de A.
mellifera pertenecientes al apiario instalado en una zona resguardada del parque de la
Estacion Experimental INIA-La Estanzuela. Las colonias de abejas fueron evaluadas el
dia previo al inicio del ensayo y dos dias después de finalizado el mismo. El tamafio de
la poblacién de la colonia se estimd contando el numero de espacios entre cuadros
ocupados por abejas (Pérez et al., 2001; Faucon et al., 2005; Chauzat et al., 2009). Todas
las colmenas contaban con un buen estado sanitario, cuadros con cria, reservas de miel y
polen.

Las colmenas estaban divididas en dos grupos. En uno de los grupos se las equipo con
una trampa “underbasket” para colectar las abejas muertas retiradas por las necroforas
del interior de la colmena. El otro grupo de cinco colmenas constituy6 el grupo control y

se les colocd una lamina pléstica de color blanco (1,20 cm?) en frente a la entrada de la
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colmena. Las trampas se instalaron 5 dias antes del inicio del ensayo para que las abejas
se acostumbraran a su presencia. Los recuentos del nimero de abejas muertas en las

trampas y en el control se realizaron durante 7 dias consecutivos en horas de la tarde.

Para determinar la tasa de mortalidad diaria natural, se sacrificaron las cinco colmenas
que fueron equipadas con trampas “underbasket™ al finalizar el ensayo. A primera hora
de la mafiana se sellaron las piqueras de las cinco colmenas y se colocaron almohadillas
embebidas en un disolvente organico en su interior. Las colmenas se cubrieron con una
lamina plastica para evitar pérdidas de muestra. Luego de varias horas se colectaron las
muestras de cada colmena por separado en bolsas plasticas para realizar un censo de la
poblacion. El calculo de la tasa de mortalidad diaria se realiz6 de la siguiente forma:

m = F/P * 1000

Donde m es la mortalidad media, F nimero de abejas muertas colectadas en un dia y P

poblacion total.

MORTALIDAD DE ABEJAS EN APIARIOS UBICADOS EN LA REGION
LITORAL OESTE DEL PAIS.

Los niveles de mortalidad diaria y semanal se determinaron en las redes de monitoreo
ubicadas en Juan Lacaze y Fray Bentos. Las colmenas que conformaban los apiarios de

las redes estaban equipadas con trampas “underbasket” (figura 5).

El dia previo al comienzo del ensayo, en horas de la mafiana, se evaluo el estado general
de cada colmena (cria, poblacion, estado sanitario, reservas de polen). Conjuntamente,
se retiraron los cuadros con miel de cada colmena. El dia de inicio del ensayo, a primera
hora de la mafiana, se elimind los restos vegetales y abejas muertas o moribundas de

todas las trampas.

En la red de monitoreo de Juan Lacaze, se determiné la mortalidad diaria y semanal en
las colmenas. El ensayo se llevd a cabo durante los meses de marzo y abril de 20009.
Durante la primera semana del ensayo, en horas de la mafiana, se realizaron recuentos
diarios del nimero de abejas muertas colectadas en las trampas (mortalidad diaria). Al

finalizar cada recuento, se eliminaron las abejas muertas de la trampa.
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Para determinar la mortalidad semanal se cont6 el numero de abejas muertas colectadas
y retenidas por las trampas cada 7 dias. Luego del recuento, las abejas muertas fueron
removidas de las trampas. Este procedimiento se repiti6 durante tres semanas

consecutivas.

En el caso de la red de monitoreo instalada en Fray Bentos, se determino Unicamente la

mortalidad semanal durante los meses de abril y mayo de 2009.

Figura 5. Estacion de muestreo ubicada en Fray Bentos (8FB). Las cinco colmenas que conformaban la

estacion fueron equipadas con trampas “underbasket”.

DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y CONTENIDO DE
SO2 EN MIEL

Las muestras de miel fueron colectadas al finalizar el ensayo correspondiente a la
determinacion de la mortalidad semanal. En el caso de la red de apiarios de Juan
Lacaze, la colecta de cuadros con miel se hizo en abril de 2009. Se extrajeron todos los
cuadros con miel de todas las colmenas en los distintos apiarios que conformaban la red.

En la red de apiarios de Fray Bentos la colecta se realizé en el mes de mayo de 2009.
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Los cuadros con miel se conservaron en heladera hasta su procesamiento. Cada muestra
de miel de cada colmena se coloco por separado en frascos de plastico para los analisis
fisicoquimicos. Posteriormente, se prepararon homogeneizados a partir de las muestras
de miel pertenecientes a colmenas de un mismo apiario para la determinacion del
contenido de SO,. Las muestras fueron enviadas al laboratorio de bromatoldgica de la
Intendencia Municipal de Montevideo para la determinacién de los parametros
fisicoquimicos y al laboratorio de la UNCIEP (Facultad de Ciencias, UdelaR) para

determinar el contenido de SO,.

La cuantificacion de SO, se realiz6 de acuerdo con la norma mexicana NMX-F-188-
1970. Basicamente, el método consiste en efectuar una destilacion por arrastre de vapor
para separar el SO, presente en la muestra, el cual es recibido en un matraz conteniendo
peréxido de hidrogeno. El acido sulfdrico formado, se titula con solucion valorada de
hidroxido de sodio. La cantidad de SO, presente en la muestra se expresa en partes por
millon (ppm).

TOXICIDAD AGUDA EN ABEJAS MELIFERAS EXPUESTAS POR CONTACTO
A INSECTICIDAS
Las abejas empleadas en los bioensayos se obtuvieron de colmenas bajo manejo
protocolizado en la Estacion Experimental “Dr. Alberto Boerger”, INIA-La Estanzuela.
Las abejas de 1-5 dias de edad se extrajeron de cuadros con cria sellada recubiertos con
una malla plastica (0,3 x 0,3 mm) y ubicados en la cAmara de cria. Los ensayos se
desarrollaron durante los meses de agosto-noviembre de 2008.
Se investigd la toxicidad aguda por contacto de seis formulaciones comerciales de
insecticidas utilizados comUnmente en cultivos de soja. Los insecticidas ensayados
fueron:
e Thionex 35 (principio activo: endosulfan, 33% p/v, Lanafil S.A), un insecticida
organoclorado moderadamente téxico (Grupo 1) para las abejas.
e Lorsban 48E (principio activo: clorpirifos, 44.9% p/v, Dow AgroSciences),
insecticida organofosforado altamente toxico para las abejas (Grupo ).
e Intrepid SC (principio activo: metoxifenocide, 22.4% p/v, Dow AgroSciences),

perteneciente al grupo quimico diacilhidracina. Este insecticida pertenece al
31



Grupo 111, considerdndose no toxico para las abejas.
e Karate con tecnologia Zedn™ (principio activo: lambda-cialotrina, 4.9% plv,
Syngenta), un piretroide perteneciente al Grupo | de toxicidad para abejas.
e Cipermetrina Agrin (principio activo: cipermetrina, 27% p/v, Agro Internacional)
es un piretroide altamente toxico para las abejas (Grupo 1).
e Gaucho 600 FS (principio activo: imidacloprid, 48% p/v, Bayer), insecticida
neonicotinoide considerado no téxico para las abejas (Grupo I11).
Los bioensayos fueron realizados siguiendo los criterios sugeridos por las guias de US-
EPA (US-EPA, 1996) y la EPPO (OEPP/EPPO, 2001). Para cada ensayo se utilizaron
abejas de 1-5 dias provenientes de una unica colmena. Las abejas fueron anestesiadas
con CO;, (), divididas al azar en grupos de 10 individuos y colocadas en placas de Petri
(altura 1,5 cm; diametro 10 cm). Cada placa de Petri contenia un alimentador con una
solucién de azdcar (50 % p/v) y un disco de papel de filtro en la base. Para cada
producto comercial se probaron 5 concentraciones, con cuatro réplicas por
concentracion. La solucién de insecticida se aplicé en una Unica dosis en forma topica
en el térax de cada individuo anestesiado empleando una micropipeta de 0,5-20 pl. Las
soluciones fueron preparadas disolviendo el insecticida comercial en acetona
(endosulfan, clorpirifos, lambda-cialotrina, metoxifenocide) o agua destilada
(imidacloprid). ElI volumen de dosificacion maximo no excedié los 5 ul por abeja
permitiendo asi, una adecuada volatilizacion del solvente. Se emplearon soluciones
frescas en todos los ensayos. A los controles de solvente se les dosificd con un volumen
de solvente igual al mayor volumen suministrado a las abejas en cada bioensayo. Las
placas se colocaron en incubadora a 25°C, humedad controlada y en oscuridad (US-
EPA, 1996; Tasei et al., 2003).

ANALISIS DE DATOS

Para probar normalidad en los datos, se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk. Mediante la
prueba de Levene se evaluo si los datos cumplian con la homocedasticidad requerida en
el ANOVA. Para evaluar si existen diferencias entre los distintos tipos de trampas se
uso la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Posteriormente, se emple6 la prueba de

Mann-Whitney U para identificar los tipos de trampa que diferian entre si cuando se
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obtuvieron diferencias estadisticamente significativa en la prueba de Kruskal-Wallis (p
< 0.05) (Sokal & Rholf, 1995).

De igual forma, se aplic6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar si
existian diferencias entre las estaciones que componian cada red de monitoreo dado que
los datos no cumplian con los supuestos requeridos por el ANOVA. La prueba de
Mann-Whitney se utiliz6 para analizar que estaciones se diferenciaban entre si dentro de

cada red de monitoreo.

Para estudiar el efecto del tiempo sobre la eficiencia de captura de la trampa
“underbasket” se aplico un analisis de varianza factorial (ANOVA factorial) (Snedecor
& Cochran, 1980).

Estos andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico STATISTICA 7
(Statsoft, 2004) con el sistema operativo Windows Vista ™ Home Premium (Microsoft
Corporation, 2007).

En cuanto a la toxicidad aguda por contacto (DLsp), fue determinada mediante la
prueba no paramétrica Sperman-Karber ajustado (TSK version 1.5). El software US-
EPA fue ejecutado en un ambiente DOS (DOSEMU software 1.4.0.0) con el sistema
operativo Ubuntu 8.04 (Linux, 2008).

RESULTADOS

EFICIENCIA DE COLECTA DE ABEJAS MUERTAS CON DIFERENTES TIPOS
DE TRAMPAS

ENsAYO Nel

Durante el primer ensayo llevado a cabo en el mes de diciembre de 2008 se evalud el
namero de abejas muertas marcadas recuperadas por los diferentes tipos de trampas.

Los tiempos de mayor recuperacién de abejas muertas marcadas para las diferentes
trampas se ubicaron dentro de las primeras horas de iniciado el ensayo (ver ANEXOS,
tabla 1). La recuperacion fue mayor en las colmenas equipadas con trampas con

respecto a las colmenas control. EI mayor nimero de abejas muertas marcadas

33



recuperadas fue para la trampa “underbasket”, seguido por la trampa “de barrera” y
finalmente, la trampa “INIA_LE”.

Para la trampa “de barrera” el tiempo de mayor recuperacion fue t = 15 min con un
valor promedio de 28 = 10,7 abejas muertas marcadas/colmena. Para las trampas
“Underbasket” e “INIA_LE” el tiempo fue t = 30 min con valores promedios de 34 + 4,1
y 22,2 £ 6,4 abejas muertas marcadas/colmena, respectivamente. En el caso del control
el tiempo de mayor recuperacion fue de t = 15 min, con un valor promedio de 17,8 + 7,8
abejas muertas marcadas/colmena.

Al tiempo t = 15 min, sin embargo, los diferentes tipos de trampa no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la recuperacion de abejas muertas
marcadas (Kruskal-Wallis p = 0,084) entre ellas y con respecto al control. Por otra
parte, la trampa “underbasket” mostrd el promedio de recuperacion mas alto (32,2 + 6,1

abejas muertas marcadas/colmena) a tiempo t = 15 min (figura 6).
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Figura 6. NUmero de abejas muertas marcadas recuperadas por los distintos tipos de trampas y el control

a t =15 min de iniciado el ensayo N°1.

Para t = 30 min la trampa “underbasket” mostrd una diferencia estadisticamente
significativa con respecto a la trampa “INIA LE” (Mann-Whitney p = 0,016) y al
control (Mann-Whitney p = 0,021), pero no asi con la trampa “de barrera”. EI mayor
promedio de recuperacion a t = 30 min fue para esta trampa (34 + 4,1 abejas muertas

marcada/colmena) (figura 7).
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Figura 7. NUmero de abejas muertas marcadas recuperadas por los distintos tipos de trampas y el control

a t = 30 min de iniciado el ensayo N°1.

Al finalizar el ensayo (t = 168 h), la trampa més eficiente en la captura y retencion de la
muestra de abejas muertas marcadas colocadas al inicio del ensayo fue el tipo
“underbasket” con un valor promedio de 6 + 8,9 abejas muertas marcadas/colmena.

Sin embargo, las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas con

respecto al control y los otros dos tipos de trampas (Kruskal-Wallis p = 0,222).

N2 de abejas muertas marcadas

0,25 0,75 2 6 10 48 96 144
Tiempo (horas)

Figura 8. NUmero de abejas muertas marcadas en las trampas y el control en el ensayo N°1. Se presentan
los valores de medias con el correspondiente error estandar (E.S). =*= de barrera, == Underbasket,

INIA_LE, == Control.
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En la figura 8 se observa la evolucion temporal de media de recuperacion de abejas
marcadas muertas para las diferentes trampas. La recuperacion fue cambiando durante
el curso del ensayo. EI nimero méaximo de abejas marcadas se recuperd dentro de la

primera hora de iniciado el ensayo, seguido por un continuo descenso (figura 8).

Ensayo N22

El segundo ensayo fue llevado a cabo durante el mes de enero de 2009. En dicho
ensayo se cambiaron las trampas de cada colmena para evitar que las caracteristicas
individuales de estas afectaran los resultados obtenidos con cada trampa.

Al igual que en el ensayo N°1 los tiempos de mayor recuperacion de abejas muertas
marcadas se ubicaron dentro de las primeras horas para todas las trampas (ver
ANEXOS, tabla 2). De igual forma, el mayor nimero de abejas marcadas recuperadas
fue para la trampa “underbasket”, seguido por la trampa “de barrera” y finalmente, la
trampa “INIA_LE”.

Las trampas “de barrera” y “underbasket” obtuvieron el mayor valor de recuperacion a
t =1h con valores promedios de 28,4 = 40 y 408 £ 3,8 abejas muertas
marcadas/colmena, respectivamente. El mayor valor de recuperacion para la trampa
“INIA_LE” fue a t = 30 min, con un valor promedio de 23,6 + 11,5 abejas muertas
marcadas/colmena, mientras que el control obtuvo el mayor valor promedio de
recuperacion (23,0 = 6,5 abejas muertas marcadas/colmena) a t = 45 min.

A t = 30 min, no se observo diferencias estadisticamente significativas entre las trampas
y de estas con el control (Kruskal-Wallis p =0,097) (figura 9).

At =1 hla trampa “underbasket” mostro diferencias estadisticamente significativa con
respecto a la trampa “INIA LE” (Mann-Whitney p = 0,009), “de barrera” (Mann-
Whitney p = 0,009) y al control (Mann-Whitney p = 0,028) (figura 10).
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Figura 9. Nimero de abejas muertas marcadas recuperadas por los distintos tipos de trampas y el control

a t = 30 min de iniciado el ensayo N°2.

Al finalizar el ensayo (t =168 h), la trampa més eficiente en la retencion de la muestra
de abejas muertas marcadas colocadas al inicio del mismo fue el tipo “underbasket” con
un valor promedio de 0,4 £ 0,9 abejas muertas marcadas/colmena. Sin embargo, las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas con respecto al control

y con los otros dos tipos de trampas (Kruskal-Wallis p = 0,392).
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Figura 10. Namero de abejas muertas marcadas recuperadas por los distintos tipos de trampas y el

control at = 1 hora de iniciado el ensayo N° 2.
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En la figura 11 se observa la evolucién temporal del valor medio de recuperacion de

abejas muertas marcadas para las diferentes trampas y el control.
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Figura 11. Numero de abejas muertas marcadas en las trampas y el control en el ensayo N°2. Se presentan
las medias calculadas con su correspondiente E.S. == de barrera, —® Underbasket, INIA-

LE, &= Control.

EFICIENCIA DE COLECTA DE LA TRAMPA “UNDERBASKET” EN EL

TIEMPO

En la red de monitoreo ubicada en Juan Lacaze el ensayo se desarrollo durante los
meses de marzo y abril de 2009, mientras que en la red de apiarios en Fray Bentos
durante los meses de abril y mayo de 2009.

Los valores promedio de recuperacién de la trampa “underbasket” para la red de
monitoreo de Juan Lacaze y Fray Bentos se muestran en la tabla 1.

La eficiencia de recuperacion de las trampas “underbasket” no fue homogénea a lo
largo del experimento. En el caso de la red de monitoreo en Juan Lacaze, el nimero
méaximo de abejas marcadas recuperadas se obtuvo a los 8 dias de iniciado el ensayo
(tabla 1). La red de monitoreo en Fray Bentos mostré un comportamiento diferente, con

un maximo de recuperacion a los 15 dias posteriores al inicio del ensayo (tabla 1).
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Tabla 1. Valores medios de captura de abejas muertas marcadas a las 24 horas posteriores a su
introduccidn por la trampa “underbasket” (xE.S) (n = 5)

Tiempo Juan Fray
(dias) Lacaze Bentos
JL8a JL8b JL8c JL4 JL2 FB16 FB8a FB8b FB4 FB2

1 14,6 (39) 11,2(62) 52(3.0) 22(1.6) 18(09) 22(41) 21(78) 292(3,9) 218(44) 152 (4,6)

8  27,6(30) 28,6(50) 238(39) 192(45) 284(3.8) 20(63) 204(59) 22(31) 236(65) 18(7.1)

15  17,2(3,8) 114(4,6) 17,8(6,0) 7.4(3,2) 68(28) 382(3,2) 27,4(46) 37,2(22) 292(3,3) 28,8 (4,1)

JL8, estacidon de monitoreo a 8 km; JL4, estacién de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2 km
de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. FB2, estacién de
monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacién de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de monitoreo a 8km y
FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa UPM,

Fray Bentos.

La eficiencia de recuperacion de la trampa “underbasket” es afectada de forma
significativa por el tiempo transcurrido desde su instalacion en la colmena (ANOVA
factorial p = 0,001) hasta el momento de la evaluacion como se puede observar en la
figura 12.
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Figura 12. Namero de abejas muertas marcadas colectadas por la trampa “underbasket” a las 24 horas
posteriores a su incorporacion en las colmenas. Se muestra la media de recuperacion a diferentes tiempos

a partir del inicio del ensayo (media + 0,95 I.C).
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Figura 13. NUmero de abejas muertas marcadas colectadas por la trampa “underbasket” a las 24 horas
posteriores a su incorporacion en las colmenas. Se muestra la media de recuperacion para cada estacion
de muestreo (media + 0,95 I.C). JL8, estacion de monitoreo a 8 km; JL4, estacién de monitoreo a 4 km;
JL2, estacion de monitoreo a 2 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL
S.A., Juan Lacaze. FB2, estacion de monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacion de monitoreo a 4 km; FB8
estaciones de monitoreo a 8km y FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la

planta de pulpa de celulosa UPM, Fray Bentos.
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Figura 14. Numero de abejas muertas marcadas colectadas por la trampa “underbasket” a las 24 horas
posteriores a su incorporacion en las colmenas. Se muestra la media de recuperacion a diferentes tiempos
para las diferentes estaciones de muestreo (media + 0,95 1.C). JL8, estacion de monitoreo a 8 km; JL4,
estacion de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2 km de distancia con respecto a la planta de
pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. FB2, estacion de monitoreo ubicada a 2 km; FB4,
estacion de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de monitoreo a 8km y FB16 estacién de monitoreo a 16

km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa UPM, Fray Bentos.
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Otro de los factores que afecta la eficiencia de recuperacion de la trampa es la ubicacion
del apiario (ANOVA factorial p = 0,001) (figura 13) asi como la interaccién de ambos
factores (ANOVA factorial p = 0,001) (figura 14).

DETERMINACION DE LA MORTALIDAD NATURAL DIARIA DE ABEJAS EN
UN APIARIO EXPERIMENTAL

La determinacion de la mortalidad natural diaria se llevo a cabo durante el mes de enero
de 2009. Las colmenas empleadas formaban parte del apiario experimental ubicada en
una zona resguardada del parque de la Estacion Experimental de INIA-La Estanzuela. El
numero de abejas muertas colectadas diariamente por las trampas “underbasket” y el

control se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Numero de abejas muertas colectadas a diferentes tiempos para las colmenas control (n = 5) y

las equipadas con la trampa “underbasket” (n = 5).

Tipo de Trampa Tiempo (horas)
24 48 72 96 120 144 168
Control 1 7 7 1 3 8 2
Control 0 1 6 0 1 2 4
Control 5 0 4 0 8 10 6
Control 5 2 5 1 3 1 6
Control 2 2 2 1 1 1 7
Underbasket 7 22 4 8 9 4 9
Underbasket 8 3 13 9 14 18 2
Underbasket 16 19 12 23 8 14 19
Underbasket 14 9 12 2 4 6 9
Underbasket 18 16 7 6 15 6 6

El valor promedio de abejas muertas colectadas por las trampas “underbasket” fue de
10,6 + 5,8 abeja muertas/colmena/dia en tanto que, para el control fue de 3,3 £+ 2,8 abeja
muertas/colmena/dia.

Los valores obtenidos en el censo de poblacion se muestran en la tabla 3. Las tasas de
mortalidad se calcularon a partir de los valores obtenidos en los censos de poblacion para

cada colmena.
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Tabla 3. Valores de Poblacién total obtenidos a partir de los censos realizados para cada colmena.

Poblacion Poblacion N° abejas muertas/ dia T. mortalidad
estimada’ total (P)* BN (m)*
7 24629 10 0,4%o
5 15512 16 1,0%o
10 27531 8 0,3%o
9 23476 9 0,4%o
10 25531 11 0,4%o

T tamafio de la poblacion determinada contando el numero de espacio entre marcos completamente
ocupado por abejas.

i Numero total de individuos que componen cada colonia de abejas obtenido a partir de un censo de
poblacion.

F valor promedio del numero de abejas muertas colectadas para cada colmena (n = 7).

. m = F/P*1000 , N° de abejas muertas colectadas por cada 1000 individuos

MORTALIDAD DE ABEJAS EN APIARIOS UBICADOS EN LA REGION
LITORAL OESTE DEL PATS.

Los ensayos para la determinacion de la mortalidad diaria y semanal de abejas en la red
de monitoreo ubicada en Juan Lacaze, departamento de Colonia, se llevaron a cabo
durante los meses de marzo y abril de 2009. Los valores promedio para las estaciones de

dicha red se muestran en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Mortalidad diaria media de abejas para la red de monitoreo Juan Lacaze, Colonia.

Estacion* N  Media mortalidad diaria

(abejas muertas/colmena /dia)(£D.S)

JL8a 34 52(39)°
JL8b 34 57(35)°
JL8c 34 97(71,7)°
JL4 34 1,9(3,0)"
JL2 34 2700

*JL8, estacién de monitoreo a 8 km; JL4, estacion de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2
km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A. Las letras denotan

diferencias significativas entre estaciones de monitoreo para Mann-Whitney U test (p < 0,05).
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En la red de monitoreo instalada en Fray Bentos, departamento de Rio Negro, el ensayo
para la determinacion de la mortalidad semanal se desarrollé en los meses de abril y

mayo de 2009. El valor promedio para las estaciones de la red se muestran en la tabla 6.

La mortalidad diaria media para la red de monitoreo instalada en la localidad de Juan
Lacaze fue de 50 =+ 5,3 abejas muertas/colmena/dia. Las estaciones de muestreo
ubicadas a diferentes distancias de la chimenea de FANAPEL mostraron valores de
mortalidad diaria estadisticamente diferentes (Kruskal-Wallis p = 0,001). Por el
contrario, las estaciones que se encontraban a 8 km (JL8a, JL8b y JL8c) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (Mann-Whitney, JL8a — JL8b p = 0,448;
JL8b —JL8c p = 0,054).

Tabla 5. Mortalidad semanal media de abejas determinada en la red de monitoreo Juan Lacaze, Colonia.

Estacion* N  Media mortalidad semanal

(abejas muertas/colmena/semana) (+D.S)

JL8a 15 67,0 (75'3)a
JL8b 15 26,9 (23,3)"
JL8c 15 76,7 (61,1)°
L4 15 138 (14,6)™
JL2 15 229 (17,0)

*JL8, estacion de monitoreo a 8 km; JL4, estacion de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2
km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. Las letras

denotan diferencias significativas entre estaciones de monitoreo para Mann-Whitney U test (p<0.05).

La mortalidad semanal registrada para la red de monitoreo de Juan Lacaze mostrd un
comportamiento diferente. El valor medio de mortalidad semanal para la red fue de 41,5
+ 51,3 abejas/colmena/semana. La estacion de monitoreo JL8a fue estadisticamente
diferente a las estaciones JL2 y JL4 (Mann-Whitney JL8a —JL4 p = 0,001; JL8a—JL2 p
= 0,011), al igual que la estacién de monitoreo JL8c (Mann-Whitney JL8c — JL4 p =
0,001; JL8c —JL2 p =0,002). Sin embargo, estas dos Ultimas estaciones no mostraron

una diferencia significativa entre ambas en cuanto a la mortalidad semanal registrada.
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Con respecto a las tres estaciones situadas a 8 km se observé que, las estaciones JL8ay
JL8c se comportaron de forma similar (Mann-Whitney p = 0,395), mientras que la
estacion JL8b lo hizo de forma diferente (Mann-Whitney JL8b — JL8a p = 0,034; JL8b —
JL8c p = 0,008). Ademas, la estacion JL8b no mostrd una diferencia estadisticamente

significativa con las estaciones ubicadas a 2 y 4 km de la fabrica (tabla 5).

En la red de monitoreo ubicada en la localidad de Fray Bentos, departamento de Rio
Negro, el valor medio de mortalidad semanal fue de 27,4 abejas/colmena/semana. Las
diferentes estaciones de muestreo que conformaban la red no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas. Los valores de mortalidad semanal obtenidos

para cada estacion se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Mortalidad semanal media de abejas para la red de monitoreo Fray Bentos, Rio Negro.

Estacion* N  Media mortalidad semanal

(abejas muertas/colmena/semana) (£D.S)

FB2 15 196 (14,2)
FB4 13 27,8 (32,0)
FBSa 15 32,5 (27,5)
FBSb 12 39,1(22,2)
FB16 15 20,6 (14,8)

*FB2, estacion de monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacion de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de
monitoreo a 8km y FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de

celulosa UPM, Fray Bentos.

LA MIEL COMO INDICADOR DE CONTAMINACION AMBIENTAL POR SO>
Los valores promedio junto a la desviacion estdndar obtenidos para los diferentes
pardmetros fisicoquimicos analizados (humedad, acidez, HMF, azucares reductores,
sacarosa, cenizas y color) en las muestras de miel provenientes de las estaciones de
monitoreo de la red de Juan Lacaze y Fray Bentos se muestran en las tablas 7 y 8.

La humedad, un pardmetro relacionado con el grado de maduracion de la miel, estuvo
entre 14,6 y 20,4%. Los valores de acidez variaron ampliamente ubicandose entre 18,3

y 64,4 meg/Kg. Todas las mieles fueron &cidas, con un pH en el rango de 3,49 — 4,43.
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Tabla 7. Parametros fisicoquimicos de muestras de miel provenientes de apiarios pertenecientes a la red

de monitoreo en Fray Bentos, Rio Negro.

Az
Ubicacion_N° Humedad Acidez HMF Reductores  Sacarosa Cenizas Color
colmena (%) (meg/kg) (mg/kg) (%) (%) (%) (mm)
FB2_1 15,4 22,4 51 69,7 1,7 0,3 79
FB2 2 16,8 42,1 27,1 66,3 1,2 0,4 124
FB2_3 14,6 19,6 3,7 66,5 6 0,3 103
FB2 4 15 20,3 sd 62,5 4,7 0,3 108
FB2_5 15,6 18,3 34 65,8 6,4 0,3 96
FB4_1 18,2 37,1 17,6 71,1 1,6 0,3 108
FB4 2 14,6 26,3 8,8 66,8 4,2 0,5 95
FB4_3 14,6 31,1 17,4 61,6 1,2 0,2 120
FB4 4 15,8 30,4 24,5 67,5 51 0,2 98
FB4 5 15,6 26,4 4,8 65 2,8 0,3 108
FB8a_1 20,4 57,8 3,8 65 4,2 0,1 96
FB8a_2 16,8 39,6 22,4 62,4 4,7 0,2 93
FB8a_3 19,6 54,5 3,2 63 4,8 0,2 77
FB8a_4 16,8 40,4 27 72,6 1,6 0,2 91
FB8a_5 17 31,8 8 66,6 2,3 0,2 81
FB8b_1 16,5 63,3 2,5 70,7 5,3 0,1 41
FB8b_3 16,4 34,2 33,7 65 6,6 0,2 135
FB16 1 16,8 42,7 1,3 66,8 3,7 0,3 82
FB16_3 15,6 25,4 4,1 65 1,4 0,3 103
FB16_5 18 35,4 sd 65 1,9 0,5 81
Media 16,51 34,96 10,92 66,25 3,57 0,27
D.S 1,59 12,66 10,75 2,96 1,86 0,11
Regl. Bromat.
Nacional max 20 max 40 max 40 min 65 max 5 max 0,6

JL8, estacioén de monitoreo a 8 km; JL4, estacion de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2 km

de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. FB2, estacién de

monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacion de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de monitoreo a 8km vy

FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa UPM,

Fray Bentos
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Tabla 8. Parametros fisicoquimicos de muestras de miel provenientes de apiarios pertenecientes a la red
de monitoreo en Juan Lacaze, Colonia.

Az
Ubicacion_N° Humedad Acidez HMF Reductores  Sacarosa Cenizas Color
colmena (%) (meq/kg) (mg/kg) (%) (%) (%) (mm)
JL2_3 17,4 54,4 1,2 68,2 2 0,6 80
JL2 4 15,2 57,3 sd 67,8 2 0,8 86
JL4 1 16,2 58,8 sd 65 4,5 11 110
JL4 4 15,6 55,3 sd 65,8 6,5 11 108
JL4 5 14,6 56,7 2 66,3 4,8 11 108
JL8a 3 16,9 58,9 sd 66,1 5,4 0,9 101
JL8a 5 18,4 45,8 sd 65 4,6 0,4 sd
JL8c 1 18,4 60,2 sd 65 4,8 0,7 85
JL8c 2 16,6 29,3 6,6 62,1 3,1 0,2 52
JL8c 5 16,6 64,4 sd 66,1 11,1 0,8 100
Media 16,59 54,11 0,98 65,74 4,88 0,77
D.S 1,26 9,95 2,09 1,69 2,62 0,31
Regl. Bromat.
Nacional max. 20 max. 40 max. 40  min. 65 max. 5 max. 0,6

JL8, estacidn de monitoreo a 8 km; JL4, estacion de monitoreo a 4 km; JL2, estacién de monitoreo a2 km
de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. FB2, estacion de
monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacion de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de monitoreo a 8km y
FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa UPM,

Fray Bentos

El contenido de cenizas de las muestras analizadas estuvo en el rango de 0,1 — 1,1%.
Las muestras de miel provenientes de Juan Lacaze mostraron, en términos generales,
valores mayores en el contenido de cenizas que las muestras de Fray Bentos.

Los azucares mayoritarios presentes en la miel son fructosa y glucosa. La cantidad de
azucares reductores estuvo entre 61,6 y 72,6% para las muestras de miel analizadas. El
menor porcentaje de sacarosa registrado correspondié a colmenas de dos apiarios
instalados en Fray Bentos (1,2%), mientras que el mayor valor correspondié a una

colmena de Juan Lacaze (11,1%).
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El contenido de hidroximetilfurfural (HMF) estuvo comprendido en el rango de 1,2 a
33,7 mg/kg. Para las mieles provenientes de los apiarios en Juan Lacaze el valor medio
de HMF fue de 0,98 mg/kg, mientras que para las mieles de los apiarios en Fray Bentos
el valor medio fue de 10,92 mg/kg.

Las mieles muestran colores muy diferentes que varian desde blanco o amarillo pélido a
rojo oscuro o incluso negro. Como se observa en las Tablas 7 y 8, predominan las
mieles oscuras tanto en Juan Lacaze como en Fray Bentos.

La cantidad y variedad de minerales presentes en la miel dependen de los nutrientes
que hayan sido absorbidos por las plantas, su disponibilidad en el suelo y de la
contaminacion ambiental (Gonzalez-Miret et al., 2005). Los valores de SO, presentes en
las muestras de miel provenientes de los diferentes apiarios de Juan Lacaze y Fray

Bentos se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Contenido de SO, en muestras de miel provenientes de las redes de monitoreo en Juan Lacaze y

Fray Bentos.

Red de monitoreo Estacion SO, (ppm)

Juan Lacaze

JL2 65
JL4 119
JL8a 72
JL8c 64
Fray Bentos
FB2 64
FB4 60
FB8a 45
FB8b 54
FB16 45

JL8, estacion de monitoreo a 8 km; JL4, estacién de monitoreo a 4 km; JL2, estacion de monitoreo a 2 km
de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa FANAPEL S.A., Juan Lacaze. FB2, estacion de
monitoreo ubicada a 2 km; FB4, estacion de monitoreo a 4 km; FB8 estaciones de monitoreo a 8km y
FB16 estacion de monitoreo a 16 km de distancia con respecto a la planta de pulpa de celulosa UPM,
Fray Bentos.
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TOXICIDAD AGUDA EN ABEJAS MELIFERAS EXPUESTAS POR CONTACTO
A INSECTICIDAS

En una primera instancia se realizaron ensayos preliminares para determinar el rango de
prueba para cada formulacién comercial con los que se trabajaria en los ensayos
definitivos. Para dichos ensayos se tomaron como referencia los valores de DLsy por
contacto disponibles en la literatura (tabla 11). En los ensayos definitivos se uso un
minimo de cinco concentraciones para cada principio activo. Las concentraciones
fueron espaciadas de forma tal que la mortalidad registrada estuviera comprendida entre
0 y 100%. Los valores promedios de mortalidad a las 48 horas posteriores a la
exposicion a las diferentes concentraciones de insecticida se muestran en las Figuras 15-
19.

N2 abejas muertas/placa

0,5 1 1,5 2
Dosis (ng/abeja)

Figura 15. Numero de abejas muertas por placa a las 48 horas posteriores a la exposicion a diferentes
dosis de la formulacién comercial Thionex 35 (principio activo: endosulfan). En el grafico se muestran

las medias + E.S (Ngosis= 40; Nyota = 240).

Tanto los ensayos de prueba como definitivos que presentaron una mortalidad superior

al 20% en el control, fueron desechados.
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N2 abejas muertas/placa
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Dosis (ng/abeja)

Figura 16. Numero de abejas muertas por placa a las 48 horas posteriores a la exposicion a diferentes
dosis de la formulacién comercial Lorsban 48E (principio activo: clorpirifos). En el grafico se muestran

las medias + E.S (Ngosis= 40; Nyota1 = 240).

10 4 o >

N2 abejas muertas/placa

i

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Dosis (ng/abeja)

Figura 17. Numero de abejas muertas por placa a las 48 horas posteriores a la exposicion a diferentes
dosis de la formulacién comercial Karate ™ (principio activo: lambda-cialotrina). En el grafico se

muestran las medias + E.S (Ngosis= 40; Niota) = 240).
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Figura 18. Numero de abejas muertas por placa a las 48 horas posteriores a la exposicion a diferentes
dosis de la formulacion comercial Cipermetrina Agrin (principio activo: alfa-cipermetrina). En el gréfico

se muestran las medias + E.S (Ngosis= 40; Nyota1 = 240).
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Figura 19. Numero de abejas muertas por placa a las 48 horas posteriores a la exposicion a diferentes
dosis de la formulacién comercial Gaucho 600 FS (principio activo: Imidacloprid). En el gréafico se

muestran las medias + E.S (Ngosis= 40; Nyote = 240).

En el caso de la formulacién comercial Intrepid SC (principio activo: metoxifenocide),
los valores de mortalidad obtenidos para la dosis mayor empleada (1200 pg/abeja) fue

inferior al 20%. Dado que las formulaciones con un DLsy mayor a 11 pg/abeja se
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consideran no téxicas para las abejas, el valor de DLsy se informa como mayor a la
concentracion mas alta ensayada.

Los valores de DLsy por contacto a las 48 h obtenidos para los diferentes insecticidas se
muestran en la tabla 10. El insecticida que mostrd la mayor toxicidad por contacto para
las abejas fue la formulacion comercial Lorshan 48E (principio activo: clorpirifos) y el
menos toxico fue la formulacion comercial Intrepid SC (principio activo:
metoxifenocide). Los insecticidas alfa-cepermetrina y lambda-cialotrina no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a sus valores de DLsy por contacto
(Mann-Whitney p = 0.309). De igual forma, las formulaciones comerciales Thionex 35y

Gaucho 600 FS, no mostraron diferencias significativas (Mann-Whitney p = 1).

Tabla 10. Valores de toxicidad aguda por contacto (DLsg, 1.C + 95%) obtenidos a partir de los datos de

mortalidad a las 48 horas para abejas de la regién litoral oeste del pais.

Principio activo Producto comercial DLs, (Ug/abeja)*  1.C sup 95% I.C inf 95%

Endosulfan Thionex 35 1,27 1,55 0,99
Clorpirifos Lorsban 48E 0,02 0 0
Metoxifenocide Intrepid SC > 1200
Lambda-Cialotrina Karate 0,15 0,21 0,11
Alfa-Cipermetrina Cipermetrina Agrin 0,11 0,15 0,06
Imidacloprid Gaucho 600 FS 1,30 2,43 0,17

El valor de LDsq es una media aritmética (n=4)

DISCUSION

EFICIENCIA DE COLECTA DE ABEJAS MUERTAS CON DIFERENTES TIPOS
DE TRAMPAS

Las abejas necrdforas fueron capaces de remover las abejas adultas muertas marcadas
casi inmediatamente luego de ser introducidas en las colmenas. Estos resultados se
corresponden con los obtenidos por Greatti et al. (1994), quienes recuperaron
aproximadamente el 80% de las abejas muertas marcadas introducidas dentro de la

media hora posterior al inicio del ensayo. El porcentaje de recuperacion para la trampa
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“underbasket” fue de 68% en el primer ensayo y de 81,6% de las abejas introducidas
durante el segundo ensayo. En ambos ensayos la eficiencia de colecta y retencion de la
trampa “Underbasket” fue la mas alta.

Los resultados obtenidos en los ensayos muestran que el uso de diferentes tipos de
trampas conduce a diferentes resultados cuando se evalta la mortalidad en las colmenas.
Pérez et al. (2001) obtuvieron resultados diferentes dependiendo del tipo de trampa. Las
trampas utilizadas en dicho estudio fueron tipo “caja” (box trap) y tipo “Colector”
(collector trap). De igual forma, lllies et al. (2002) compararon las trampas “Gary”
original, “Gary modificada”, trampa “IPSAB” y trampa “Muenster” obteniendo valores
medios de recuperacion de abejas marcadas diferentes para cada trampa. Por tanto, no
se puede comparar los resultados obtenidos de la evaluacion de la mortalidad en las
colmenas ya que se utilizaron diferentes tipos de trampas para abejas muertas.

Las diferencias observadas en la evaluacion de la mortalidad probablemente se deban al
disefio de las trampas. El motivo radicaria en que la trampa “underbasket” es
basicamente un marco de madera colocado en el piso al frente de la colmena, la cual
colecta las abejas muertas retiradas por las necroforas y las protege de los predadores.
Por tal motivo, las abejas no consideran dicha trampa como parte de la colmena y ésta,
no interfiere considerablemente con la actividad de la colonia. Las trampas “de barrera”
e “INIA_LE”, por el contrario, pasan a formar parte de la colmena por lo que las
necrdforas retiran las abejas muertas marcadas de su interior.

El numero de abejas muertas marcadas recuperadas a las 24 horas varia con el tipo de
trampa. La trampa “underbasket” muestra la mayor eficiencia de recuperacion, entre 30-
44% del total de la muestra introducida al inicio del ensayo. Las restantes trampas
muestran porcentajes de recuperacion menores. lllies et al. (2002) obtuvieron
porcentajes de recuperacion inferiores al 50% para las trampas “Gary original”, “Gary
modificada” e “IPSAB” y en torno al 60% del total de la muestra introducida a las 24
horas posteriores al inicio del ensayo para la trampa “Muenster” (Illies et al., 2002).
Esto demuestra que cuando se usa trampas para abejas muertas, s6lo una parte de la

mortalidad total en la colonia es muestreada.
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EFICIENCIA DE COLECTA DE LA TRAMPA “UNDERBASKET” EN EL
TIEMPO

La uniformidad en cuanto a la eficiencia de colecta y retencion en trampas para abejas
muertas durante un periodo prolongado de tiempo, es un factor importante a la hora de
seleccionar el tipo de trampa mas adecuado para un programa de monitoreo ambiental
(Greatti et al., 1994). En el presente estudio, los resultados indican que la trampa
“underbasket” muestra una eficiencia de recuperacién que es afectada por la ubicacion
de la colmena y el tiempo transcurrido desde su instalacion en la colmena. Este
resultado es opuesto a los obtenidos en los trabajos de Greatti et al. (1994) y Accorti et
al. (1991). Estos investigadores, observaron que la eficiencia de recuperacion de la
trampa “underbasket” permanecia invariable luego de 3 meses de instalada en las
colmenas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que la interaccion
entre el tiempo y la eficiencia de colecta es positivo ya que, hay un aumento en la
eficiencia de recuperacién con el tiempo. En términos generales, este aumento puede
atribuirse a un descenso en el tamafio poblacional de las colonias en Juan Lacaze (ver
ANEXOQOS, tabla 4). Las obreras necroforas retirarian las abejas muertas marcadas de la
colmena pero no removerian posteriormente de la trampa a las abejas muertas
particularmente secas y por tanto, mas livianas. Sin embargo, no se ha podido establecer
una relacion entre el porcentaje total de abejas colectadas y el tamafio poblacional de
cada colmena (Pérez et al., 2001).

En cuanto a la interaccion de la ubicacion de la colmena con la eficiencia de
recuperacion de la trampa “underbasket” se observa que a medida que hay un
alejamiento de la fuente puntual de emision aumenta la eficiencia de recuperacion
durante la primera y tercera semana del de ensayo (dia 1 y 15). En la segunda semana de
ensayo se observa una eficiencia de recuperacion similar entre las trampas ubicadas en

Juan Lacaze y las pertenecientes a la red de monitoreo en Fray Bentos.

DETERMINACION DE LA MORTALIDAD NATURAL DIARIA DE ABEJAS EN
UN APIARIO EXPERIMENTAL

La mortalidad diaria natural depende de muchos factores (estacion del afio, tamafio de la
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colonia, ambiente que la rodea, etc.) (Michener, 1974; Winston & Fergusson, 1985;
Seeley, 1995; vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Tremolada et al. (2010), reportaron una
mortalidad diaria media natural de 21 abejas/colmena/dia empleando la trampa
“underbasket” durante un ensayo realizado en un establecimiento agricola al sureste de
Milan, Italia. Por su parte, Van der Steen & Dinter (2007) reportaron una mortalidad
diaria media de 8 abejas/colmena/dia para apiarios ubicados en gquintas de manzanos en
Holanda empleando la trampa “Muenster”. En tanto, Zhong et al. (2003) obtuvieron una
mortalidad diaria de 0 a 39 abejas/colmena/dia en apiarios ubicados en Palmetto
(Florida, EEUU) empleando trampas “Gary” modificadas.

Tomando en consideracion el nimero de huevos depositados por la reina durante la
estacion, el nimero de celdas ocupadas por cria y el nimero de abejas adultas, se postula
que alrededor de 1000 abejas mueren naturalmente en cualquier dia dado, durante el
periodo de mayor crecimiento poblacional (Porrini et al., 2002). Valores de mortalidad
diaria menores se registran tanto antes como después de este periodo.

De acuerdo con el valor de mortalidad diaria natural reportado por Porrini et al. (2002),
tan solo un 1% de las abejas que mueren en una colmena estarian siendo colectadas por
la trampa “underbasket” (10,6 £ 5,8 abeja muertas/colmena/dia) en el presente ensayo.
En cuanto a la tasa de mortalidad diaria, se obtuvieron valores entre 0,3y 1,0 %o para las
diferentes colonias. La tasa de mortalidad diaria para una colonia con una poblacion de
tamafio promedio de 20.000 individuos y una mortalidad diaria de 1000 abejas (Porrini
et al., 2002), es de 50 %o. Existe una clara diferencia entre los datos obtenidos en el

presente estudio y los valores publicados por Porrini et al. (2002).

MORTALIDAD DE ABEJAS EN APIARIOS UBICADOS EN LA REGION
LITORAL OESTE DEL PAIS.

Los datos de mortalidad diaria registrados en la red de monitoreo en Juan Lacaze,
variaron de acuerdo a la ubicacion de la estacion con respecto a la fuente puntual de
emision de SO,. Los valores promedio mas altos se registraron en las estaciones
ubicadas a 8 km (JL8a, b y ¢) y el menor valor en la estacién a 4 km (JL4). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los datos de mortalidad

diaria de las estaciones instaladas a 8 km.
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Por otra parte, los valores de mortalidad diaria registrados para las estaciones de la red
de monitoreo en Juan Lacaze difieren en forma estadisticamente significativa con el
valor de mortalidad diaria obtenido para INIA-La Estanzuela (Mann-Whitney p =
0.001). En términos generales, los valores de mortalidad diaria obtenidos en Juan
Lacaze son menores al valor promedio registrado para INIA-La Estanzuela (10,6 £ 5,8
abeja muertas/colmena/dia). Este resultado podria deberse a diferencias en la eficiencia
de captura y retencion de las muestras de la trampa “underbasket” asociada a la
complejidad del paisaje, estacion del afio, presencia de saprofitos, etc. Porrini et al.
(2000) observaron una mayor eficiencia de captura de la trampa “underbasket” en
apiarios ubicados en ambientes simplificados y durante las meses de primavera con
respecto a trampas en ambientes complejos y en los meses de verano. Dado que los
ensayos para determinar la mortalidad diaria se llevaron a cabo durante el mes de enero
en INIA-La Estanzuela y marzo en Juan Lacaze la estacionalidad podria explicar las

diferencias observadas.

La mortalidad semanal registrada en la red de monitoreo de Juan Lacaze, presenta el
mismo comportamiento que la mortalidad diaria con los valores medios mas altos en las
estaciones ubicadas a 8 km y el valor medio menor en la estacion a 4 km de distancia de
la fuente puntual de contaminacion. Porrini et al. (2002), tomando en cuenta
observaciones hechas en areas no contaminadas, reportaron una mortalidad semanal de
175 abejas por colmena utilizando trampas “underbasket”, lo que corresponderia a un
2,5% de la mortalidad semanal méxima (7000 abejas muertas/colmena/semana). En
base a sus resultados, estos investigadores postulan un umbral critico de mortalidad
semanal por estacion de muestreo (2 colmenas por estacion) de 300-350 abejas
muertas/semana (Porrini et al., 2002; Celli & Maccagnani, 2003). Cuando los valores de
mortalidad semanal sobrepasan dicho valor, se considera un evento de mortalidad
anormal y se llevan a cabo anlisis quimicos de abejas y productos de la colmena en
busca del compuesto o compuestos causantes del evento (Porrini et al., 2002). En el
presente trabajo se propone, de acuerdo con los resultados de mortalidad semanal
obtenidos para la red de monitoreo de Juan Lacaze y Fray Bentos, un umbral critico de
35 abejas/colmena/semana, es decir, 175 abejas muertas/semana por estacion de

muestreo (5 colmenas por estacion).
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De acuerdo a los datos preliminares obtenidos, la mortalidad semanal en colmenas
ubicadas en Juan Lacaze y Fray Bentos no se comportaria de igual forma que los niveles
de SO, cuantificados en miel. En el caso de la red de monitoreo ubicada en Juan Lacaze
la mayor concentracion de SO, en miel se registra en la estacion a 4 km (JL4) a la que
corresponde el menor valor de mortalidad semanal.  Atkins (1979) afirma que tanto la
temperatura como la dosis ejercen efectos directos en la toxicidad del SO, sobre las
abejas. Durante los meses de abril y mayo de 2009 la temperatura media registrada por
la estacion meteoroldgica de INIA-La Estanzuela no superd los 18°C y 15°C,
respectivamente. Por tanto, la temperatura probablemente sea un factor importante para
explicar la falta de respuesta a la exposicién a SO, en ambas redes de monitoreo

ambiental.

Por otra parte, Ponikvar et al. (2005) encontraron que ciertos parametros poblacionales
(&rea total de cria, cantidad de abejas nacidas y pecoreadoras) no eran apropiados para
evaluar la contaminacion ambiental por emisiones de SO,. Ginevan et al. (1980), no
observaron efectos sobre la mortalidad en abejas del sudor (Lasioglossum zephrum)
debido a la exposicion a bajas concentraciones de SO, durante un periodo prolongado de
tiempo. Sin embargo,  otros autores han reportado cambios fisioldgicos y
comportamentales asociados a la exposicién de abejas meliferas a SO,. Xiaobo &
Rencai (1996) observaron una reduccion en la duracion de la vida de abejas obreras
expuestas en laboratorio a diferentes concentraciones de SO, y temperatura. La
actividad de pecoreo y la ganancia de peso total de la colonia de abejas, también se
ven disminuidas debido a la fumigacién de colmenas con SO, a bajas concentraciones
durante varias semanas (Warrington, 1987). Los cambios en el peso de la colmena nos
dan indicios sobre la productividad y la salud de la colonia (Mc Mullan, 2000). En
relacion con la actividad de pecoreo, las emisiones de SO,, trioxido de azufre (SO3) y
acido sulfurico (H,SO,) redujeron la produccion de frutas en plantaciones cercanas a
una fuente industrial en Polonia, debido a la reduccion en la eficiencia de polinizacion
de las abejas (Alstad et al., 1982).

Las comunidades de insectos pueden mostrar patrones de respuesta diferentes (positiva
0 negativa) frente a la exposicion a un gradiente de contaminacion atmosférica. Freitag
& Hastings (1973) observo que el tamarfio de las poblaciones de escarabajos terrestre se

incrementaba a medida que aumentaba la distancia a una fabrica de papel kraft cerca de
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Thunder Bay, Ontario, Canada. El agente toxico causante de dicha respuesta negativa
pudo ser el SO,* o alglin otro compuesto particulado liberado al aire a partir de la
chimenea de la fabrica. Por otra parte, Holopainen et al. (1993) estudiaron la dinamica
poblacional de &fidos a lo largo de un gradiente de emision de SO, a partir de una planta
de celulosa en Kuopio (Finlandia). Estos investigadores observaron que los afidos de
coniferas tienen una respuesta positiva a la contaminacion atmosférica especialmente al
SO,, con un incremento en la densidad poblacional en sitios préximos a la fuente

puntual de contaminacion.

Por otra parte, Banin-Fenske & Anand (2011) examinaron la diversidad, riqueza
estimada y abundancia de las comunidades de insectos terrestres a lo largo de un
gradiente de contaminacion en Sudbury, Ontario, Canada. Las comunidades de insectos
estuvieron significativamente alteradas a lo largo del gradiente de estrés. Las hormigas
y diecisiete grupos taxonomicos superiores (familia y orden) mostraron la mayor
abundancia en los sitios con estrés intermedio. Ocho familias aumentaron su abundancia
mientras que once familias disminuyeron su abundancia con la distancia respecto de la
fuente de contaminacion reflejando asi, una respuesta compleja de la diversidad a la

contaminacion.

Los bosques en las montafias de San Bernandino (California) en torno a las areas
urbanas en la cuenca de Los Angeles son afectados por el ozono y los compuestos
nitrogenados provenientes de estas areas. Las comunidades de insectos herbivoros de
tres especies de plantas prominentes mostraron patrones de cambio que seguian el
gradiente de contaminacion atmosférica, siendo los insectos masticadores mas

dominantes en los sitios con alta contaminacion (Eatough Jones & Paine, 2006).

Se debe destacar que la produccién de pulpa de celulosa mediante el proceso Kraft
emite a la atmdsfera, ademas de SO,, muchos otros compuestos entre los que se
encuentran el diéxido de carbono, mondxido de carbono, metano, 6xidos de nitrégeno,
compuestos organicos volatiles, compuestos de azufre reducidos (TRS, total reduced
sulfur) y material particulado principalmente como sulfato de sodio (Pinkerton &
Blosser, 1981; Jawjit et al., 2006). Cada uno de estos compuestos tiene efectos toxicos
diferenciales en la biota y sus efectos conjuntos, si es que se diferencian a los del
compuesto solo, son en muchos casos desconocidos (Alstad et al., 1982).
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Por tanto, habria indicios de una respuesta positiva de las abejas frente a un gradiente
de contaminacion atmosférica disminuyendo los niveles de mortalidad a
concentraciones superiores de SO, de acuerdo a los resultados obtenidos para la red de

monitoreo ubicada en Juan Lacaze, Colonia.

LA MIEL COMO INDICADOR DE CONTAMINACION AMBIENTAL POR SOz

La miel ha demostrado ser un bioindicador de alta sensibilidad para la estimacién de la
contaminacion ambiental con SO,. El valor medio de SO, en muestras de miel
provenientes de la red de monitoreo en Juan Lacaze fue de 80 ppm mientras que, para
la red de monitoreo en Fray Bentos fue de 54 ppm. Ponikvar et al. (2005) observaron
que la cantidad de sulfato determinada en muestras de miel provenientes del area
entorno a una central térmica de carbon en Slovenia, se correlacionaban con la emision
total anual de SO, obtenida por monitoreo electrénico. En 1994, durante el primer afio
de monitoreo del contenido de SO, en miel utilizando una red de apiarios, la
concentracién media en las muestras fue de 355 g SO, ?/g. Los niveles de sulfato en
muestras de miel en ausencia de emisiones de SO, estuvo en torno a los 25 pg SO, %/g
(Ponikvar et al., 2005). Con posterioridad a este muestreo, la central instal6
purificadores de gases por lo que los niveles de sulfato en miel se redujeron a 182ug

SO42/g'y 117 pg SO4%/g en los afios 2000 y 2001, respectivamente.

Devillers et al. (2002), llevaron a cabo el analisis elemental de 150 muestras de miel de
acacia francesa colectadas directamente por apicultores a partir de colmenas ubicadas en
ambientes contaminados y no contaminados. Los resultados destacaron la falta de
contaminacion importante, excepto en algunas muestras obtenida en zonas cercanas a
areas industriales en las cuales el Ag, Cu, Zn y S fueron encontrados en altas
concentraciones. El valor medio para el azufre en dichas muestras fue de 15,39 ppm
(Devillers et al., 2002). Por su parte, Gonzalez Paramés et al. (2000) reportaron una
concentracion de azufre media de 53,8 mg/kg para muestras de miel obtenidas en la
region de Sierra de Francia, Espafia. Rodriguez-Otero et al. (1994), reportaron una
concentracion de azufre media de 68 mg/kg en mieles provenientes de la region de
Galicia, Espafia. Mieles de tomillo colectadas en 17 provincias de Espafia mostraron,
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por su parte, una concentraciéon media de azufre de 29 ppm, representando menos del
3% del contenido total de minerales de las muestras (Terrab et al., 2004).

La composicién mineral de la miel varia dependiendo del suelo y la vegetacion entorno
a la colmena, sin embargo, es dificil comparar los resultados obtenidos en los diferentes
estudios debido a las diferencias en la metodologia, método analitico, etc (Devillers et
al., 2002).

En cuanto a la toxicidad del SO, para el hombre, el codex alimentarius autoriza su uso
como aditivo alimentario de accion conservadora y antioxidante en una amplia variedad
de alimentos. Las dosis maximas permitidas dependen del alimento y comprenden un
amplio rango de concentraciones entre 10 y 2000 pg SO,/kg de alimento. La norma
general del codex alimentarius para los aditivos alimentarios (CODEX STAN 192-
1995, 2011) no incluye a la miel dentro de los alimentos en los que se permite el uso de
aditivos. A pesar de su amplio uso y de su eficacia como conservadores, al SO, se le
atribuyen diversos efectos adversos en humanos, relacionados con su ingestion,
particularmente en personas sensibles o vulnerables a los mismos. Al respecto, la
directiva 2003/89/CE del parlamento Europeo y el Consejo (2003) establece que en el
etiquetado de los productos alimenticios debe aparecer la descripcion de los alérgenos
alimentarios dentro de los que se incluye el anhidrido sulfuroso y sulfitos en
concentraciones superiores a 10 mg/kg o 10 mg/litro expresado como SO,. Cabe
mencionar que en Uruguay no existe reglamentacion al respecto. Sin embargo, las
concentraciones de SO, reportadas en el presente trabajo superan ampliamente los

valores establecidos para los productos alimenticios en la Unién Europea.

La caracterizacion fisicoquimica de las mieles es también de fundamental importancia

ya que es reflejo de la calidad del ambiente que rodea a la colmena.

El contenido de humedad de las muestras de miel es afectado por el clima, la estacion y
el contenido de humedad de la planta original. Los valores obtenidos estuvieron por
debajo de 20%, salvo una Gnica colmena en una estacion de Fray Bentos. El
Reglamento Bromatoldgico Nacional (2008) exige un maximo de 20% de humedad para
mieles de néctar. Un valor elevado de humedad tiene una relacion directa con la
probabilidad de fermentacion durante el almacenaje (Bogdanov, 2002). Malacalza et al.
(2007) y Baroni et al. (2009) registraron valores similares de humedad en muestras de

miel provenientes de las provincias de Cordoba y Buenos Aires, Argentina. De igual
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forma, Welke et al. (2008) reportaron valores de humedad de aproximadamente 16-18%

para muestras de miel de la region noroeste del Estado de Rio Grande del Sur, Brasil.

Para la sacarosa se observo que un 25y 30% de las muestras de Fray Bentos y Juan
Lacaze, respectivamente, superaban el limite méaximo (5%) establecido por el
Reglamento Bromatoldgico Nacional (2008). El alto contenido de sacarosa aparente en
las mieles puede indicar una miel “verde”, esto es, cuando el producto todavia no fue
totalmente transformado en glucosa y fructosa por la accion de la enzima invertasa
segregada por las abejas, ademas de poder indicar una adulteracién del producto (Sodré
etal., 2007).

La evaluacion de la frescura de la miel involucra la determinacion del contenido de
hidroximetilfurfural (HMF). EI HMF es producido por la descomposicion de las
hexosas catalizado por calentamiento. Debido a que este compuesto es tdxico, las mieles
que tienen una concentracion mayor a 40 mg/Kg no son apropiadas para consumo
directo (Moreira et al., 2007).Valores altos de HMF son indicadores de calentamiento,
almacenamiento inadecuado y adulteracion con azlcar invertida de la miel. Sin
embargo, las mieles de paises subtropicales, debido a las altas temperaturas, pueden
tener un contenido alto de HMF sin que la miel haya sido calentada o adulterada (Sodré
et al., 2007). El codex alimentarius establece un limite de 80 mg/Kg mientras que, en la
Comunidad Europea al igual que en nuestro pais el limite es de 40 mg/Kg. Las muestras
de miel analizadas cumplen con ambos limites. El valor medio obtenido para la red de
Juan Lacaze es considerablemente menor a los reportados en la literatura (Malacalza et
al., 2007; Mendonca et al., 2008; Welke et al., 2008; Baroni et al., 2009); sin embargo,
no sucede lo mismo con la red de Fray Bentos.

La acidez de las mieles se debe a la presencia de acidos organicos, particularmente
acido gluconico y algunos iones inorganicos tales como fosfatos, cloruros y sulfatos
(Moreira et al., 2007; Ouchemoukh et al., 2007). Para la acidez libre el Reglamento
Bromatologico Nacional (2008) exige un limite maximo de 40 meq/g. Un 90% de las
muestras de miel de la red de monitoreo en Juan Lacaze superaron este limite
establecido, mientras que, solo un 30% de las muestras de Fray Bentos tuvieron valores
superiores a las 40 meqg/g. Valores de acidez libre superiores al establecido por la

normativa suponen indicios de fermentacion. Sin embargo, existen trabajos en los que
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se han analizado mieles de calidad que, sin presentar ningun indicio de contaminacion
microbiana, poseen valores de acidez libre superiores a 40 meg/g (Gonzalez et al., 2000;
Diez et al., 2004; Meda et al., 2005). Las mieles de mielada se caracterizan por altos
valores de pH, acidez libre, contenido de ceniza y conductividad eléctrica (Kirkwood et
al., 1960; Soria et al., 2005). La clasificacion de las muestras en miel de néctar o de
mielada se confirma mediante analisis melisopalinoldgico y fisicoquimicos. EIl analisis
melisopalinoldgico esta basado en la busqueda de lo que se llama elementos de miel de
mielada (principalmente esporas de hongos, micelio y algas). Estos se encuentran en el
sedimento junto con granos de polen e impurezas microscopicas (tejido vegetal, pelos
de plantas, hollin, cristales de oxalato, pelos de abejas y células de levadura) (Gomez-
Baréz et al., 2000; Diez et al., 2004). El codex alimentarius define a la miel de mielada
como aquella miel procedente de excreciones que los insectos succionadores
(Hemiptera) (&fidos, cochinillas, etc.) dejan sobre las partes vivas de las plantas, o de
secreciones de partes vivas de las plantas. Holopainen et al. (1993), estudiaron la
dindmica poblacional de afidos sobre plantas de pino y abeto a lo largo de un gradiente
de emision de SO, a partir de una planta de celulosa en Kuopio, Finlandia. Los
resultados obtenidos por estos investigadores sugirieron que los afidos de coniferas
tienen una respuesta positiva a la contaminacion atmosférica especialmente al SO,. Esto
se debe probablemente a la promocion del crecimiento ninfal de los afidos sobre plantas
huéspedes dafiadas por la contaminacion. Existen observaciones sobre el incremento en
el rango de crecimiento de afidos o densidades de poblacion en ambientes con niveles
elevados de contaminacién atmosférica. Estos ambientes a menudo estan préximos a
fuentes industriales de contaminacién, areas densamente pobladas o carreteras
(Holopainen et al., 1993).

Las diferencias en el contenido de cenizas podrian deberse a las caracteristicas del
suelo, condiciones climéticas y origen botanico de las mieles (Baroni et al., 2009). El
contenido de cenizas es también un parametro Util en la determinacion del origen
botanico de la miel, permitiendo diferenciar entre miel de néctar y de mielada (Felsner
et al., 2004; Ouchemoukh et al., 2007). Las mieles de néctar tienen un contenido de
ceniza mas bajo (0,6%) con respecto a las mieles de mielada (1,2%) (Feés et al., 2010).
La reglamentacidn nacional vigente exige un contenido de cenizas maximo de 0,6%. En
el presente estudio, un 70% de las muestras de miel de la red de monitoreo en Juan
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Lacaze superaron el valor méximo permitido por el Reglamento Bromatoldgico
Nacional (2008), llegando en algunos casos casi a duplicar este valor (1,1%, JL4). Por
otra parte, los valores obtenidos para la red de Fray Bentos fueron similares a los
reportados por Welke et al. (2008) y Baroni et al. (2009).

La apariencia de los alimentos es otro de los factores que definen su calidad y es la
primera impresion que el consumidor tiene directamente del alimento. El color, como
parte de su apariencia, debe estar dentro del rango esperado para su aceptacion por el
consumidor y el grado de aceptabilidad es juzgado dentro de este rango (Gonzalez-
Miret et al., 2005). Varios estudios revisados por Gonzalez-Miret et al. (2005) analizan
la relacion del color de la miel con el origen floral, los métodos de procesamiento y la
temperatura y/o el tiempo de almacenamiento. Otros autores han considerado la
influencia que los granos de polen (su morfologia y color) pueden tener sobre el color
de la miel. EI color de las muestras es afectado también por el contenido mineral
(Gonzalez-Miret et al., 2005). En los apiarios de Juan Lacaze y Fray Bentos predominan
las mieles de color &mbar claro (41,4%) y ambar (41,4%). La predominancia del color
ambar también fue observada para mieles argentinas, italianas y brasilefias de los
estados de Sao Pablo, Ceard y Piaui (Mendonca et al., 2008). La reglamentacion
bromatoldgica uruguaya establece que el color de la miel puede ser variable desde casi
incolora hasta pardo oscuro.

Un 16,7% de las muestras de miel presentaron valores de azlcares reductores menores
al valor establecido por la reglamentacion nacional (minimo 65%). Sin embargo, los
valores promedio para ambas redes estuvo por encima de dicho minimo, en acuerdo con

lo reportado por Mendonca et al. (2008) y Welke et al. (2008) para mieles del Brasil.

TOXICIDAD AGUDA EN ABEJAS MELIFERAS EXPUESTAS POR CONTACTO
A INSECTICIDAS

Los valores de DLs, obtenidos para las formulaciones comerciales Thionex 35, Lorshan
48E, Karate y Cipermetrina Agrin difieren de los valores reportados en la literatura. Sin
embargo, no sucede lo mismo con las formulaciones de metoxifenocide e imidacloprid
(tabla 10y 11).

Para el principio activo endosulfan, el valor de DLsy obtenido en trabajos previos es 6

veces mayor al valor hallado (Atkins et al., 1981). El endosulfan es un insecticida
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organoclorado que actia como veneno de contacto para una amplia variedad de insectos
y acaros. Posee dos isomeros, B-endosulfan y a-endosulfan, que difieren en la
orientacion espacial del anillo con el grupo sulfato. En almacenamiento, el B-endosulfan
se convierte lentamente en a-endosulfan aun mas téxico (DLsy a-endosulfan 76 mg/kg
en ratas, DLsp B-endosulfan 240 mg/kg en ratas) (Kaushik & Kaushik, 2007). En la
mayoria de los paises desarrollados el endosulfan ha sido prohibido; sin embargo, en
muchos paises en desarrollo es de uso comun (Devine & Furlong, 2007). En nuestro
pais, el uso de endosulfan se encontraba restringido a una Unica aplicacion anual segin
resolucion del MGAP (2007) y en el afio 2011 se ha prohibido su uso por decreto del

poder Ejecutivo.

Tabla 11. Valores de toxicidad aguda por contacto (DLsg) para Apis mellifera reportados en la literatura.

Insecticidas DLs, (1g/abeja) Referencia
Endosulfan 7,811 Atkins et al, 1981
Clorpirifos 0,11 Atkins et al, 1981

California Department of Pesticide

Metoxifenocide >100

Regulation, 2003
Lambda-cialotrina 0,913 EXTOXNET
Cipermetrina 0,023-0,56 US EPA
Imidacloprid 0,018 Iwasa et al, 2004

Los insecticidas organoclorados interfieren con los canales de cloro en la membrana de

las células nerviosas blogueando, de esta forma, la transmision de impulsos nerviosos.

Para el insecticida organofosforado clorpirifos, por otra parte, se obtuvo un valor de
DLso por contacto de 0,02 pg/abeja, 6 veces menor al reportado en la literatura (Atkins
et al.,, 1981). Los compuestos organofosforados son ampliamente usados como
insecticidas, nematicidas y defoliantes. Los insecticidas que pertenecen a este grupo
quimico son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa. El bloqueo de la accion de esta

enzima interrumpe la transmision de los impulsos nerviosos.
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Los valores de DLsy por contacto obtenidos para los piretroides lambda-cialotrina (0,16
pg/abeja) y alfa-cipermetrina (0,11 pg/abeja) fueron 6 y 5 veces menores a los valores
reportados (0,91 y 0,56 pg/abeja, respectivamente). Los piretroides son derivados
sintéticos de las piretrinas y tienen un amplio uso en la agricultura para el control de
insectos plaga debido a sus altas potencias insecticidas (actian principalmente por

contacto), baja toxicidad para los mamiferos y biodegradabilidad.

La naturaleza repelente de los piretroides es importante para limitar la exposicion de las
abejas a este grupo de insecticidas altamente tdxico. Sin embargo, Thompson & Wilkins
(2003) encontraron que ciertas combinaciones de alfa-cipermetrina y lambda-cialotrina
con fungicidas, in vitro, reducian el efecto repelente de los piretroides aumentando el

riesgo asociado a la exposicion en abejas meliferas.

Los piretroides son neurotoxicos que alteran el normal funcionamiento del sistema
nervioso de los insectos. Ejercen sus efectos tdxicos primeramente alterando las
propiedades de conduccion de los canales de sodio, lo cual es esencial para la
generacion y propagacion de los potenciales de accién de las células excitables. Zhou et
al. (2011) encontraron que los piretroides suprimen de forma importante la excitabilidad
neuronal en células del cerebro de las abejas meliferas y los canales de sodio de la

membrana nerviosa.

Finalmente, las formulaciones comerciales de metoxifenocide e imidacloprid mostraron
un comportamiento diferente. Para el caso del metoxifenocide, la formulacion comercial
ensayada mostro un valor de DLsp similar al reportado en la literatura (>100 pg/abeja).
Este insecticida es un agonista no-esteroideo de la ecdisona, que se une al complejo
EcR/USP interfiriendo con el proceso de muda en los insectos. EI metoxifenocide
pertenece al grupo de insecticidas reguladores del crecimiento en insectos (IGRs, insect
growth regulators). En los paises desarrollados, un alto porcentaje de los tratamientos
fitosanitarios emplean estos nuevos compuestos llamados insecticidas de “riesgo bajo”
por la Environmental Protection Agency (EPA) (Devine & Furlong, 2007).

Para el caso de la formulacion comercial de imidacloprid, Gaucho 600 FS, el valor de
DLso (1,30 pg/abeja) es 72 veces mayor al reportado por Iwasa et al. (2004). Debe
destacarse que estos investigadores trabajaron con el insecticida neonicotinoide técnico,
de igual forma que Suchail et al. (2000), quienes reportaron valores de DLsy, por
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contacto en el rango de 14-24 ng/abeja.

El imidacloprid muestra una toxicidad selectiva para los insectos, la que se atribuye en
parte a la alta afinidad por los receptores de acetilcolina tipo nicotinicos (nAChRs) de
insectos en comparacion con sus contrapartes en vertebrados (Matsuda et al., 2001). El
modo de accion de los neonicotinoides consiste en mimetizar la accion del
neurotransmisor acetilcolina blogueando asi, los receptores e interrumpiendo la
transmision de los impulsos nerviosos entre las células nerviosas.

El imidacloprid es considerado un insecticida sistémico debido a que penetra dentro de
las plantas tratadas a través del sistema vascular o la cuticula de las hojas y mata a los
insectos perforadores y chupadores los cuales se alimentan de la savia o el contenido
celular. Este insecticida puede ser usado como tratamiento para semillas, suelo o como
espray foliar de acuerdo con el cultivo y la plaga blanco (Tasei et al., 2003, Johnson et
al., 2010).

El incremento en el uso de neonicotinoides significa que hay un mayor potencial de los
polinizadores a estar expuestos durante largos periodos ya que, los insecticidas
sistémicos pueden encontrarse en el polen y néctar de las plantas durante todo su
periodo de floracion. La exposicion a estos insecticidas puede tener efectos letales o
subletales comportamentales y fisiologicos en las abejas (Brittain et al., 2011).

De esta forma, los ensayos de toxicidad aguda con abejas obreras parecen ser poco
adecuados para los insecticidas sistémicos dadas las diferentes rutas de exposicion. Los
ensayos cronicos de exposicion oral usando una colonia entera pueden proveer una ruta
mejor para cuantificar los efectos de los insecticidas sistémicos sobre las abejas
(Johnson et al., 2010). Pareja et al. (2011), investigaron el despoblamiento de colmenas
en el Uruguay relacionada al uso de insecticidas en la zona litoral oeste del pais. En
muestras de panales y propéleos de colmenas despobladas detectaron la presencia de
imidacloprid y fipronil en concentraciéon de 377 pg/kg y 60 pg/kg, respectivamente. En
tanto, en muestras de miel y propdleos provenientes de colmenas activas encontraron

endosulfan, coumafos, cipermetrina, ethion y clorpirifos.

La presencia de imidacloprid en los panales de la colmena, significa que las abejas son
capaces de adaptarse a niveles limitados de este insecticida en sus cuerpos, los cuales
son excretados con la cera posteriormente (Pareja et al., 2011). Por otra parte, la
deteccion de imidacloprid en muestras de propoleo es una sefial de que el insecticida es
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incluido en la colmena luego de una serie de eventos donde no solo la ruta sistémica
estad involucrada sino también la ruta por contacto (Pareja et al., 2011).

En cuanto a la clasificacion de los insecticidas en grupos de toxicidad vemos que, la
formulacion comercial Thionex 35 mostré una DLsy inferior (1,27 pg/abeja) a la
reportada en la literatura (DLso 7,81 pg/abeja), colocandolo dentro del Grupo | (DLsg =
0,001 a 1,99 pg/abeja). Por tal motivo, la formulacion Thionex 35 seria considerada
altamente toxica para las abejas, en lugar de ser moderadamente téxico (Grupo I, DLsg
= 2,0 a2 10,99 pg/abeja) como lo sugiere la literatura.

Por el contrario, el resto de las formulaciones comerciales ensayadas (Lorsban 48E,
Karate, Intrepid SC, Cipermetrina Agrin, Gaucho 600 FS) continuaron perteneciendo a
los grupos de toxicidad previamente establecidos. Las formulaciones de clorpirifos,
alfa-cipermetrina y lambda-cialotrina estan incluidas dentro del Grupo | formado por los
pesticidas altamente tdxicos. De igual forma, las formulaciones de metoxifenocide e
imidacloprid permanecieron dentro del Grupo |11 de toxicidad (pesticidas relativamente
no téxico), con valores de DLsy mayores a 11 pg/abeja.

Los diferentes insecticidas se ordenaron, segun su toxicidad, de la siguiente forma:
clorpirifos > alfa-cipermetrina = lambda-cialotrina > endosulfan = imidacloprid >
metoxifenocide.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos decir que las diferencias observadas
entre los valores de DLs, obtenidos y los reportados en la literatura pueden deberse a: 1-
variaciones en la composicion o proporciones de las formulaciones de los productos
comerciales segun el fabricante y 2- caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los
organismos empleados en el ensayo.

El tipo de formulacion es importante porque afectan la toxicidad del plaguicida. Los
datos sobre los adyuvantes o los ingredientes “inertes” en las formulaciones son
propiedad del fabricante y no son sometidas al escrutinio regulatorio a menos que los
mismos sean clasificados como tdxicos. Sin embargo, los adyuvantes pueden afectar la
potencia del pesticida alterando el patron de dispersion, cambiando el grado de
incorporacion por los organismos, la duracién del periodo de actividad o retrasando la
degradacién del ingrediente activo (Levitan et al., 1995). Needham & Stevenson (1973)
trabajaron con una formulacion concentrada emulsionable y un polvo mojable de

endosulfan que se aplicaron a un cultivo de colza en floracion para evaluar su toxicidad
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relativa sobre las abejas pecoreadoras. Sus resultados muestran que el endosulfan
aplicado en emulsion puede ser mas seguro para las abejas que el polvo mojable.

En segundo lugar, en los estudios mencionados no se especifica la subespecie con la que
se realizaron los ensayos en laboratorio. Las subespecies, tanto europea como africana,
varian en cuanto a su comportamiento y reproduccién, reflejando su adaptacion a
diferentes climas y condiciones ecoldgicas (Sheppard et al., 1999).

Suchail et al. (2000) encontro6 diferencias en los valores de DLsy por contacto entre las
subespecies de abejas, A. m. mellifera y A. m. caucésica. Luego de la aplicacién por
contacto de imidacloprid, los valores de DLsg a las 48hrs fueron aproximadamente 24
ng/abeja para A. m. mellifera y de 14 ng/abeja para A. m. caucésica. Por otra parte,
Tornier et al. (2003) llevaron a cabo ensayos estandarizados de laboratorio para
determinar los valores de DLsy oral y por contacto usando dos razas de abejas, A. m.
mellifera y A. m. cérnica. La primera raza es la llamada “abeja negra”, distribuida
principalmente en el sur de Europa (ejemplo Espafia); mientras que la A. m. carnica
conocida como “abeja gris”, es comun en el norte de Europa (ejemplo Alemania). Se
concluyo en dicho trabajo que no existian diferencias significativas con respecto a la

sensibilidad al toxico (dimetoato) entre las dos razas de abejas evaluadas.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo queda demostrado que, dada la mayor eficiencia de colecta y
retencion de abejas muertas de la trampa “underbasket”, este es el modelo maés
adecuado para estimar la mortalidad diaria y semanal en colmenas del pais. Sin
embargo, los resultados preliminares obtenidos muestran que, los niveles de mortalidad
semanal en colmenas ubicadas en las localidades de Juan Lacaze y Fray Bentos no seria
un parametro adecuado para evaluar la exposicién local a SO..

Por otra parte, la miel pareceria ser un bioindicador prometedor para estimar la carga
ambiental de SO, en la region litoral oeste del pais. Ademas, las caracteristicas
fisicoquimicas de las mieles de esta region estan, en su mayor parte, en conformidad

con la normativa vigente en el pais.

Con respecto a los valores de toxicidad aguda por contacto (DLsp) obtenidos en el
presente trabajo, muestran claras discrepancias con los reportados en la literatura

internacional. Estas diferencias pueden deberse a diversos factores como se menciond
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anteriormente, sin embargo, dejan en claro la necesidad de generar informacion basica
local sobre la toxicidad de los insecticidas en uso actualmente en el pais y la

determinacidn de sus efectos sobre el biotipo de abeja nacional.

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos plantean la necesidad de realizar nuevos ensayos para
profundizar las tendencias que se observaron en este trabajo. En tal sentido, es necesario
un mayor numero de ensayos para determinar la eficiencia de colecta de los diferentes
tipos de trampa donde cada trampa sea evaluada en todas las colmenas que forman parte
del estudio para eliminar la influencia de las diferencias individuales sobre los
resultados. De igual forma, es necesario prolongar la duracion de los ensayos para
determinar la eficiencia de colecta en el tiempo de la trampa seleccionada, asi como
también evaluar los efectos del tamafio poblacional sobre dicha eficiencia.

En cuanto a la mortalidad semanal, el umbral critico de 35 abejas/colmena/semana
propuesto en el presente trabajo, deberia ser corroborado en nuevos ensayos de mayor
duracion y en apiarios ubicados en otras regiones del pais debido a la influencia de la
estacionalidad y la ubicacion de la colmena sobre la eficiencia de colecta de la trampa

“underbasket”.

La miel demostré ser un bioindicador de exposicion a SO, prometedor, sin embargo, los
resultados obtenidos necesitan ser corroborados en ensayos posteriores donde se analice
el contenido de SO, en un mayor numero de muestras. Finalmente, seria necesario
realizar andlisis microbiologicos y melisopalinoldgicos complementarios para poder

establecer el origen y calidad de las mieles.
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ANEXOS

Tabla 1. Ensayo N° 1: NUmero de abejas muertas marcadas colectadas por cada tipo de trampa a diferentes intervalos de tiempo.

TIPO DE TRAMPA

TIEMPO (horas)

025 05 075 1 2 4 8 10 24 48 72 96 120 144 168
De Barrera 31 24 12 8 3 2 0 1 0 0o 0 O 0 O 0 0
De Barrera 18 21 22 18 21 11 10 10 8 0O 0 0 0 © 0 0
De Barrera 34 36 36 36 30 31 19 17 15 13 12 11 8 6 6 6
De Barrera 41 24 27 32 29 31 31 20 5 5 1 0 0
De Barrera 16 12 8 7 5 2 0 O 0 0 0 O 0 0
Underbasket 26 34 34 34 33 27 23 20 18 15 6 1 0 O 0 0
Underbasket 38 39 38 37 38 37 27 23 5 0 0 0 o0 O 0 0
Underbasket 31 33 33 33 31 32 27 31 31 31 27 24 18 18 20 20
Underbasket 39 36 34 33 33 23 16 12 7 3 0 0 0 O 0 0
Underbasket 27 28 26 26 31 27 21 27 25 25 27 9 12 10 10 10
INIA_LE 26 26 20 18 13 2 0 0 0 0 0
INIA_LE 19 20 20 15 8 0 0 O 0 0 0o 0 0 o 0 0
INIA_LE 21 22 22 21 20 18 17 15 14 14 13 8 1 1 1 0
INIA_LE 31 30 32 32 28 17 8 5 3 0 0 o0 o0 O 0 0
INIA_LE 12 13 13 4 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 30 33 31 27 20 14 3 1 1 1 0 0 0 O 0 0
Control 12 12 8 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 19 16 17 8 0 0 O 0 0 0 o0 0 O 0 0
Control 10 6 5 5 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control 18 11 15 14 3 0 0 O 0 0 0 o0 0 O 0 0
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Tabla 2. Ensayo N° 2: NUmero de abejas muertas marcadas colectadas por cada tipo de trampa a diferentes intervalos de tiempo.

TIPO DE TRAMPA

TIEMPO (horas)

025 05 0,75 1 2 4 6 8 10 24 48 72 96 120 144 168
INIA_LE 23 23 23 23 23 20 20 20 19 22 12 0 0 0 0 0
INIA_LE 28 3% 31 29 28 13 2 1 1 1 0 0 0 O 0 0
INIA_LE 10 16 18 19 15 15 15 15 14 11 1 0 0 0 0 0
INIA_LE 27 3% 3% 32 19 1 1 0 0 0 0 o©O 0 0
INIA_LE 9 9 7 5 2 0 O 0 0 0 0 O 0 0
De Barrera 25 26 27 27 28 27 26 20 17 6 13 6 0 O 0 0
De Barrera 16 20 28 28 26 32 23 20 15 14 7 1 0 0 0 0
De Barrera 31 34 34 34 34 30 29 29 29 19 10 1 0 O 0 0
De Barrera 23 31 29 30 29 29 29 29 27 29 29 13 0 O 0 0
De Barrera 20 19 21 23 16 14 14 9 5 13 12 11 3 3 1 0
Control 13 8 8 8 7 5 0 O 0 0 0 0 0 O 0 0
Control 20 18 17 18 19 18 6 0 0 0o 0 O 0 0 0 0
Control 5 13 15 18 30 37 18 16 14 10 0 0 O 0 0
Control 23 27 30 27 24 26 8 4 0o 0 O 0 0 0 0
Control 26 40 45 40 33 24 4 1 1 0 0 0 0 O 0 0
Underbasket 43 46 44 44 44 44 39 33 30 228 0 0 O 0 0
Underbasket 47 47 46 45 46 39 28 22 13 100 0 0 0 O 0 0
Underbasket 33 34 36 36 36 36 36 35 34 32 10 2 2 2 2 2
Underbasket 31 3 39 3 37 36 31 23 20 150 0 0 O 0 0
Underbasket 18 29 35 41 41 42 38 35 31 31. 0 O 0 0 0 0
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Tabla 3 .Tamafio poblacional de las colonias pertenecientes a la red de monitoreo en

Fray Bentos, Rio Negro.

Ubicacién Poblacién
inicio final
FB2
FB2 1 6 7
FB2 2 6 6
FB2 3 8 7
FB2 4 7 7
FB2_5 10 10
FB4
FB4 1 4 4
FB4 2 10 6
FB4 3 5 6
FB4 4 6 6
FB4 5 10 8
FB8a
FB8a_1 7 6
FB8a 2 7 5
FB8a_3 6 5
FB8a 4 6 5
FB8a 5 7 4
FB8b
FB8bh 1 10 8
FB8h 2 1 0
FB8h 3 8 8
FB8bh 4 5 3
FB8b 5 5 4
FB16
FB16 1 6 7
FB16 2 3 4
FB16 3 6 7
FB16 4 3 4
FB16 5 6 7
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Tabla 4 .Tamafio poblacional de las colonias pertenecientes a la red de monitoreo en

Juan Lacaze, Colonia.

Ubicacién Poblacién
inicio final
JL2
JL2 1 10 8
JL2 2 10 6
JL2 3 8 8
L2 4 7 7
JL2.5 7 7
JL4
JL4 1 10 8
JL4 2 7 5
JL4 3 8 6
JL4 4 10 8
L4 5 10 9
JL8a
JL8a 1 6 4
JL8a 2 8 6
JL8a 3 7 6
JL8a 4 10 6
JL8a 5 10 5
JL8b
JL8b 1 10 5
JL8b 2 6 7
JL8b 3 7 8
JL8b 4 8 8
JL8b 5 8 7
JL8c
JL8c 1 10 3
JL8c 2 5 3
JL8c 3 4 3
JL8c 4 9 2
JL8c 5 9 8
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