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RESUMEN

Las abejas son los polinizadores mas especializados, contribuyendo a la polinizacion
de diversas especies vegetales. Estos insectos interactuan fuertemente con el
ambiente que los rodea y pueden ser utilizados para monitorear el estrés ambiental y
modificaciones de habitat, generado principalmente por el uso de agroquimicos. En
Uruguay, son comercializados numerosos insecticidas potencialmente letales para
las abejas, cuyos efectos pueden reflejarse en la morfologia alar de las abejas. En la
actualidad estamos ante una crisis de los polinizadores, la cual ha desencadenado
numerosas investigaciones para mitigar los posibles dafios. En la presente
investigacion se propuso determinar una correlacion entre la morfologia alar de Apis
mellifera y el ambiente utilizando Morfometria Geométrica. Dicha herramienta brinda
estrategias para estudiar la variacion de las estructuras biolégicas y su covariacion
con otras variables, permitiendo el estudio preciso de variaciones morfoldgicas en
las alas como consecuencia de los cambios ambientales. Fueron muestreadas 15
colmenas en Cebollati (Rocha), Lascano (Rocha) y Canelones (Ruta 6, Sauce), 5
por localidad, durante los anos 2019 y 2020 contemplando las estaciones de verano,
otofio, invierno y primavera. Se diseccionaron 45 abejas por colmena, de las cuales
se extrajeron, montaron y fotografiaron las alas anteriores. Las alas fueron
digitalizadas utilizando el software libre tpsUTIL y se establecieron 19 landmarks
representativos de la forma del ala mediante el uso del software libre tpsDIG2, los
andlisis de Morfometria Geométrica fueron realizados usando el software libre
Morphod. Las distancias morfolégicas extraidas del Analisis de Variables Candnicas
mostraron  diferencias entre  Canelones/Lascano, Canelones/Cebollati 'y
Lascano/Cebollati (p < 0.0001). Se encontré6 asimetria entre las alas de las
poblaciones estudiadas de A. mellifera (p < .0001), la cual fue mayor en Canelones
respecto a Cebollati y Lascano, a la vez que en Cebollati se encontraron individuos
con tamafo alar pequefio y en Canelones se encontraron individuos con tamafo alar
grande. La Morfometria Geométrica nos permitié discriminar la morfologia alar entre
las poblaciones. Las hipodtesis establecidas fueron aceptadas, la morfologia alar de
A. mellifera varia segun el ambiente en el cual habitan. Las variaciones en el uso del
suelo, podrian ser una explicacién a las variaciones morfoldégicas encontradas en la
morfologia alar de abejas. Lo mismo podemos suponer sobre la presencia de
asimetria fluctuante en las distintas poblaciones estudiadas y su relacién con el

ambiente donde se encuentra el apiario.



INTRODUCCION

A pesar de que muchos insectos son polinizadores, como dipteros, coledpteros,
tisanopteros, himendpteros y lepidopteros, las abejas son los mas especializados
(Michener, 1974). Estos insectos requieren en estado larval una gran cantidad de
polen y néctar, que son proporcionados por la actividad de las obreras recolectoras
contribuyendo asi con la polinizacién de las distintas especies vegetales. En cada
viaje de recoleccion de polen o néctar las abejas visitan preferentemente una sola
especie vegetal (Free, 1963), comportamiento que fundamenta su cualidad como
vector polinizador. Aproximadamente 20.000 especies de abejas han sido citadas
para el planeta polinizando vegetacién natural y cultivos (Martinez-Puc &
Merlo-Maydana, 2014; Ascher & Pickering, 2020; Santos, 2019). La mayoria de
estas especies son solitarias y s6lo unas pocas construyen sociedades
relativamente estables (Michener, 2007), resultando un agente polinizador clave por
la estabilidad de sus colonias (Cordara, 2005). Apis mellifera (Linnaeus, 1758) es la
especie mas abundante y ha sido tradicionalmente utilizada por el ser humano por
su plasticidad en la polinizacion de diversos cultivos (Winston, 1987). Con colonias
productoras de miel, polen, cera y propdleos, son insectos apreciados por el hombre
desde la antigledad, quien las ha domesticado y ha podido mantenerlas en
colmenas artificiales (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2022). Esta practica ha permitido movilizar las colonias para polinizar cultivos,
asegurando una mejor produccion de frutos y semillas (Westwood, 1982; De La
Cuadra, 1992; Lopez & Sotomayor, 1992; Cordara, 2005). Las abejas interactian
fuertemente con el ambiente que las rodea, recolectando agua e insumos vegetales
que contienen distintos compuestos quimicos que luego depositan y concentran en
la colmena (Santos et al., 2009; Carrasco-Letelier et al., 2012). En Uruguay, A.
mellifera fue introducida desde Europa en 1984 (Cordara, 2005; Mutay Luzardo et
al., 2021). El registro nacional de propietarios de colmenas en Uruguay documenta
616.964 colmenas manejadas por 2.638 productores en todo el territorio (Ministerio
de Ganaderia, Agricultura y Pesca, 2023). En la ultima zafra 2021/22 la produccion
de miel supero las 13 mil toneladas, en 2021 se exportaron 10.598 toneladas y para
2022 una cifra similar (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca & Oficina de
Programacion y Politica Agropecuaria, 2022). El servicio de polinizacién a diferentes
cultivos es un rubro secundario del sector apicola, pero muy valorado para asegurar
la formacion de frutos de distintas especies cultivadas como trébol rojo (Trifolium

pratense), trébol blanco (Trifolium repens), alfalfa (Medicago sativa), girasol



(Helianthus annuus), manzanos (Malus domestica), ciruelos (Prunus domestica),
duraznos (Prunus persica), entre otros. El valor de la polinizacion entomdfila en el
sector granjero uruguayo fue estimada en aproximadamente 115 millones de
ddlares, con algo mas de 80 millones correspondientes a la accion polinizadora de
las abejas (Santos, 2019). En este sentido, es primordial conocer las interacciones
de las abejas con la flora de los diferentes ambientes productivos para asi proteger
tanto las poblaciones de las mismas, como el lugar en el cual habitan. Las abejas
pueden ser utilizados para monitorear el estrés ambiental causado por
enfermedades, parasitos, predadores, asi como por factores quimicos vy fisicos, en
particular agroquimicos y modificaciones de habitat. Las abejas han sido utilizadas
para evaluar la contaminacion atmosférica (Kevan, 1999), como importantes
modelos para estimar cambios en la calidad ambiental, sobre todo aquellos
generados debido al uso de agroquimicos. De esta manera, se podrian desarrollar
estrategias adecuadas para evitar o mitigar posibles dafios (Carrasco-Letelier et al.,
2012). En la actualidad se ha instalado lo que se conoce como ‘“crisis de
polinizadores”, generando gran preocupacion a nivel mundial por las consecuencias
economicas y ambientales que conlleva (Branchiccela et al., 2019). Se ha
demostrado que la pérdida de especies polinizadoras en Europa a lo largo del siglo
pasado fue acompafada de la extincion de especies botanicas dependientes de la
polinizacion por estas especies (Biesmeijer et al., 2006). En Uruguay, la evaluacion
del riesgo de exposicién de abejas a agroquimicos deberia considerar la existencia
de siete grandes eco-regiones nacionales, definidas por la variabilidad
geomorfolégica y bidtica del pais (Brazeiro et al., 2012; Brazeiro, 2015), dada la
variedad floral y las diversas situaciones productivas agropecuarias con efectos
ambientales particulares (Carrasco-Letelier et al., 2012). A nivel nacional, Pareja et
al. (2011) reportan la presencia de residuos de insecticidas (fipronil, imidacloprid,
endosulfan, cumafos, cipermetrina, etion y clorpirifos) en apiarios uruguayos; Rios et
al. (2010) registran la presencia de residuos de endosulfan en cera y abejas, y de
cipermetrina y cialotrina en abejas para Esteros de Farrapos, Rio Negro; Niell et al.
(2015) muestran la potencialidad de la colmena como biomonitor ambiental; y Niell et
al. (2017) evidencian mediante un ensayo como la abeja transfiere agroquimicos del
cultivo a la colmena. No se ha logrado identificar una Unica causa del descenso de la
poblacion de abejas, sino que hay varios factores asociados como: la agricultura
intensiva y el uso de plaguicidas; la malnutricién de las abejas; los virus, los ataques
de agentes patégenos y especies invasoras; los cultivos modificados genéticamente
y los cambios medioambientales (fragmentacién y pérdida de los habitats)

(Branchiccela et al., 2019; European Food Safety Authority, 2022). Apis mellifera no



es la unica especie afectada, de hecho, muchas poblaciones de insectos
polinizadores estan en declive. Esto puede ser causado por cambios en las
condiciones ambientales, como pérdida de habitat, cambio climatico, especies
invasoras, calidad y cantidad de la oferta floral. La flora apicola se ve afectada por
cambios en el suelo, fragmentacién de paisaje y exposicion a agroquimicos, que
puede originar intoxicacién aguda en abejas durante el pecoreo e intoxicacion de la
colmena por el ingreso de néctar contaminado (Carrasco-Letelier et al., 2012). A su
vez, la disminucion de las poblaciones de abejas meliferas también puede afectar el
mantenimiento de la diversidad de plantas, estabilidad del ecosistema, produccion
agricola, seguridad alimentaria y el bienestar humano (Thomann et al., 2013). Para
tener un mayor conocimiento de la situacion, la Unién Europea ha estado apoyando
varios proyectos de investigacion sobre la salud de las abejas, incluyendo proyectos
de investigacion sobre polinizadores. Para Uruguay la mayoria de los estudios han
sido enfocados en la problematica del impacto de los agroquimicos en colonias de A.
mellifera describiéndose la relacién de la colmena con el ambiente respecto a

residuos de agroquimicos (Carrasco-Letelier et al., 2012).
Morfometria Tradicional (MT)

Durante siglos, la comparacion de caracteres anatomicos entre organismos ha sido
un elemento central de la biologia comparada. Histéricamente la clasificacion
taxondmica y la comprension de la biodiversidad han basado sus fundamentos en
descripciones morfolégicas (Adams et al., 2004; Adams et al., 2013; Adams et al.,
2018). Estos patrones de variacion morfolégica intra e intergrupales son los
utilizados por la Morfometria Tradicional (MT) para la descripcién de la forma de los
organismos y el analisis estadistico multivariado de sus variables cuantitativas,
tomando como base de analisis el tamafo como dato numérico (Toro et al., 2010) y
como datos primarios distancias, indices o angulos. El concepto de forma en MT
esta dado por un conjunto de mediciones lineales, como datos primarios entre dos
hitos (landmarks), los cuales se pueden cuantificar y dar un valor para luego
colocarlos y visualizarlos a través de tablas, pero las mismas resultan poco intuitivas
(Benitez & Puschel, 2014).

Para llevar a cabo el analisis de la forma, son necesarios los procedimientos
geomeétricos, que no son incluidos en la MT, por lo que resulta una herramienta
limitada, siendo hoy dia, su aplicaciéon puesta a prueba en ciertas areas (Toro et al.,
2010). A su vez, el efecto del tamafo resulta un inconveniente y a pesar de que se

han propuesto diversos métodos de correccién para extraer la «shape» (forma pura),



como utilizacién de indices y proporciones o transformaciones de las variables de
diversas maneras (Benitez & Puschel, 2014), los mismos han sido evaluados, pero
no resultan ser recomendados dada la carencia de resultados del todo satisfactorios
(Jungers et al., 1995). Cabe destacar que los analisis de MT no permiten la
recuperacion de la forma en estudio, sino que entregan una forma abstracta de la
estructura (Rohlf & Marcus, 1993).

Morfometria Geométrica (MG)

La Morfometria Geométrica (MG) ha brindado nuevas estrategias para visualizar una
estructura. A diferencia de la MT, que utiliza las distancias lineales entre dos puntos
anatémicos, la MG es el estudio de la variacion de las conformaciones bioldgicas y
su covariacion con otras variables (Adams et al., 2004), permitiendo el estudio de la
forma independientemente de los componentes que no definen la geometria
intrinseca del objeto, como son los efectos de la escala, la rotacion y la traslacion
(Toro et al., 2010; Klingenberg, 2013). La MG constituye una herramienta importante
en analisis taxondmicos y sistematicos, con ventajas significativas sobre la MT (Toro
et al., 2010; Kendal et al., 1999), permitiendo una mejor aproximacién a las medidas
de variacion de formas entre organismos y su relacion con el ambiente con analisis
robustos y herramientas graficas y conlleva a una eficaz interrelacion con otras
disciplinas de la ciencia (Dryden & Mardia, 1993; Jolliffe, 2002; Benitez & Plischel,
2014). La MG esta basada en el algebra matricial de manera de proporcionar
resultados visuales, la geometria de un objeto se obtiene a partir de la colocacién de
hitos (landmarks) que los vemos como puntos sobre la estructura y la forma se
describe en términos de relacion espacial entre los mismos (Toro et al., 2010;
Klingenberg, 2013). La técnica de Thin Plate Spline (TPS) busca componentes no
uniformes del cambio de la forma a través de los movimientos de hitos (landmarks)
entre los objetos estudiados, permitiendo asi el analisis de los cambios producidos
en la forma en diferentes contextos ecoldgicos y evolutivos (Benitez & Plschel,
2014). Las principales ventajas de la utilizacién de la MG son: la velocidad de la
recoleccion de material de prueba (varias imagenes de distintas estructuras
anatémicas pueden ser digitalizadas y analizadas en un mismo dia) (Lyra et al.,
2010); los bajos costos metodoldgicos; resultados muy confiables y comparativos
que permiten estudiar cambios ambientales que afectan al organismo, con un alto
grado de precisiéon (Calle et al., 2008; Zelditch et al., 2012). El proceso de la MG
comienza seleccionando landmarks sobre las estructuras bioldgicas, para luego
convertirlos en coordenadas. En ellas esta contenida la informacién de la variacion

de la forma bioldgica. Luego de procesadas dichas coordenadas, mediante la MG se



puede estudiar la variacién de la forma bioldgica, libre de componentes que no
definen la geometria intrinseca del objeto y su co-variacidn con otras variables
(Bookstein et al., 1989; Bookstein et al., 1996). La MG posibilita identificar individuos
a partir de la forma de estructuras especificas, basado en métodos de discriminacion
y analisis estadisticos de la variacion de la forma en estructuras particulares en y
entre individuos (Vasquez & Liria, 2012; Bookstein et al., 2017). Esta metodologia se
ha utilizado en diversidad de organismos, y particularmente en artropodos, Tofilski
(2008) realizé la identificacion de especies y subespecies de A. mellifera mediante el
patrén de venaciéon, mientras que los estudios de Mazzed (2011) y Abou-Shaara &
Al-Ghamdi (2012) han permitido discriminar subespecies de A. mellifera mediante el
estudio de la asimetria de las alas anteriores. Genaro (2004) describe la variacion
morfologica en abejas dependiendo de las caracteristicas del habitat. En Uruguay,
Gimenez Martinez et al. (2017) realizaron estudios de correlacion morfométrica en
abejas y acaros. Las alas de los insectos brindan informacion taxonédmica importante
a nivel especifico e intraespecifico y pueden ser facilmente analizadas mediante
técnicas de MG ya que son estructuras bidimensionales y facilmente digitalizadas
(Bolufe et al., 2014). La MG ha sido utilizada para estudiar las diferencias entre alas
anteriores y posteriores en funcion de las estaciones a lo largo del afio, ubicacién
geografica o sexo, ya que la forma y tamarfio de las alas en insectos son los primeros
caracteres morfoldégicos en cambiar ante la influencia ambiental (Balasko et al.,
2022), de manera que se obtiene informacion importante sobre los efectos de los

factores ecoldgicos en la morfologia de los insectos (Paja¢ Zivkovié et al., 2018).
Asimetria Fluctuante (AF)

La mayoria de los animales tienen simetria bilateral, por o que vemos el lado
derecho e izquierdo como imagenes especulares (Klingenberg, 2015; Nunes et al.,
2015; Benitez et al., 2020). En las alas de insectos hay «matching symmetry», un
tipo de simetria bilateral donde la estructura es simétrica en dos copias separadas,
una a cada lado del cuerpo, las cuales pueden moverse y emparejarse (Klingenberg,
2015). La Asimetria Fluctuante (AF) es una herramienta que nos permite medir
pequenas desviaciones al azar entre el lado izquierdo y derecho en organismos con
este tipo de simetria al hacer coincidir una copia con la otra lo mejor posible, siendo
las diferencias encontradas resultado de la asimetria (Benitez & Parra, 2011). Esta
herramienta puede ser utilizada para estudiar la capacidad de una especie de
mantener un fenotipo adaptado a un conjunto de condiciones ambientales vy
genéticas, ya que ante un cambio como pueden ser temperaturas extremas o el

contacto con quimicos, la AF puede aumentar (Vilaseca et al., 2022). Se puede



analizar la resistencia a perturbaciones durante el desarrollo ontogénico estudiando
cambios morfologicos ante diversos tipos de estrés (Benitez & Parra, 2011; Nunes et
al., 2015).

La AF es encontrada en la mayoria de los organismos, y no es necesariamente
perjudicial, hay desviaciones ya que los procesos de desarrollo no son
completamente deterministicos (Benitez et al., 2020). La plasticidad fenotipica es
sumamente importante para un organismo adaptarse a diversos ambientes
permitiendo su mantenimiento y la AF permite medirlo, Apis mellifera tiene una gran
plasticidad y puede establecerse en distintas regiones debido a su capacidad
adaptativa a variaciones estacionales y a diversos niveles de presién ambiental, por
lo que la AF puede utilizarse como indicador del impacto ambiental (Nunes et al.,
2015).

La metamorfosis que sufren los insectos esta regulada por un sistema hormonal
complejo en el que intervienen principalmente la hormona de la muda (HM) y la
hormona juvenil (HJ) (Vifuela et al., 1991), variaciones en la misma pueden producir
efectos morfogenéticos (Koch, 1977; Klingenberg, 2016). Se ha observado que el
uso intensivo de agroquimicos es dafiino para todos los insectos, incluyendo a los
polinizadores, ya que el manejo intensivo en habitats agricolas se torna estresante
para dichos organismos en todas las etapas de desarrollo y el impacto es diferente
dependiendo de los plaguicidas, ya sean utilizados de forma individual o en conjunto
(Ivankovi¢ Tatalovi¢ et al., 2020). También, el Virus de las Alas Deformes, transmitido
por el acaro Varroa destructor que se encuentra comunmente en las colmenas
(Chen & Siede, 2007), afecta las alas de las abejas, y esta asociado a la pérdida de
colonias (De Miranda & Genersch, 2010). Para estimar las variaciones producidas

en la morfologia de los insectos, es utilizada la AF (Ivankovi¢ Tatalovi¢ et al., 2020).

Esta tesina se enmarca en el proyecto CSIC “Morfometria Geométrica como
herramienta para discriminar la incidencia del estrés ambiental en la poblacién de
Apis mellifera (Linnaeus, 1758) en la Cuenca de la Laguna del Cisne, Canelones”.
Lo novedoso de esta propuesta es la incorporacion de una herramienta de facil
aplicacion y rapida visualizacion en la deteccion de cambios morfolégicos en relacion
a distintas dietas y la exposicion a factores de estrés ambientales en poblaciones de

A. mellifera.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar una correlacion entre la morfologia alar de Apis mellifera y el sitio donde
se encuentra el apiario bajo diferentes usos del suelo utilizando Morfometria

Geométrica.
Objetivos especificos

1. Establecer una relaciéon entre variaciones morfoldgicas de las alas de las

abejas obreras y los sitios con diferentes sistemas productivos.

2. Establecer una correlacion entre un posible cambio morfoldgico alar de las

abejas obreras y distintos momentos del afio.

3. Analizar si existe asimetria fluctuante en las abejas obreras en los distintos

sistemas.
Hipétesis

Existe una correlacion entre la morfologia alar de Apis mellifera y el ambiente en el

cual habitan.

Hay asimetria fluctuante en A. mellifera como producto del efecto del ambiente en la

ontogenia.

1



MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio y Muestreo

Se utilizaron muestras tomadas en el marco del proyecto CSIC “Morfometria
Geomeétrica como herramienta para discriminar la incidencia del estrés ambiental en
la poblacién de Apis mellifera (Linnaeus, 1758) en la Cuenca de la Laguna del Cisne,

Canelones”.

Estas muestras corresponden a 15 colmenas de tres apiarios, ubicados en distintas
localidades geograficas, relevadas en los meses de enero, abril, agosto y noviembre
de 2019 y abril de 2020, contemplando las estaciones de verano, otofio, invierno y
primavera. En cada uno de los apiarios se seleccionaron al azar 5 colmenas que
fueron marcadas para sacar muestras en diferentes épocas del afio. La muestra fue
tomada del interior de la camara de cria, con ayuda de bolsa que se pasa desde el
cabezal hasta la base del cuadro, de los panales alejados al nido. Los ejemplares
fueron preservados en etanol 70% hasta su posterior procesamiento. En el afio
2020, los muestreos fueron interrumpidos por las restricciones propias de la

pandemia, lo que impidié que se completaran las réplicas.

Las abejas se recolectaron de apiarios
ubicados en Canelones (ruta 6, km 42),
Cebollati (Rocha) y Lascano (Rocha)
(Fig. 1), en sus proximidades se
desarrollan diversas actividades. En
Canelones se realiza horticultura y
agricultura, en Cebollati se encuentran
cultivos de arroz y ganaderia de campo

cultivado, y en Lascano campo natural

CEBOLLATI #

donde se desarrolla ganaderia, ademas LASCARO W

de estar proximo a la ciudad.

# CANELONES

Figura 1, Ubicacion geografica de los puntos de muastraa
donde fueron colectadas las abajas.
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Procesamiento de Muestras: Montaje y Toma de Imagenes

El trabajo de laboratorio se llevd a cabo en la seccién Entomologia (Facultad de
Ciencias, UdelaR), donde se diseccionaron 45 abejas obreras por colmena de las
cuales se extrajeron el par de alas anteriores para su montaje semipermanente en
porta y cubreobjetos. Cada ala fue fotografiada individualmente con una camara
fotografica Dino-Eye incorporada a un microscopio estereoscopico, las imagenes
fueron ingresadas a un banco de datos con la correspondiente identificacién de
procedencia y lote. Se elabord una nomenclatura para la identificacion de cada par
de alas, la cual incluye la ubicacion, el afio y el mes de recolecta, el numero

asignado al ejemplar y si el ala es izquierda o derecha (Fig. 2).

Figura 2. Monlaje de las alas de las absjas obreras con la eliqueta cormespondients (imagen superior izquierda),
conservacidn de los individuos en frascos con etanol 70% (imagen superior derecha), almacenaje de frascos con
los individuos y alas montadas (imagen inferior).
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Analisis de Datos

Figura 3. Representacion grafica del ala derecha de A, melifera con los 19 landmarks establecidos.

Las alas fueron digitalizadas a partir de las imagenes tomadas mediante el uso del
software libre tpsUTIL. Se establecieron 19 puntos de referencia (landmarks)
representativos de la forma del ala (Fig. 3), siguiendo a Francoy et al. (2008) y con
variaciones, los mismos fueron ingresados manualmente mediante el software libre
tpsDIG2.

Los analisis de Morfometria Geométrica se realizaron con el programa de libre
acceso Morphod. Se eliminaron los aspectos de escala, traslacién y rotacion para
estandarizar cada muestra segun el tamafo de centroide a través de un Analisis de
Procrustes. Para evaluar las posibles variaciones morfolégicas de las alas en
relacion a los distintos agroecosistemas, el mes y el afio en el que fueron
muestreadas, se utilizaron los clasificadores “uso de suelo”, “afio” y “mes”. Se cred
un clasificador mixto entre “uso de suelo” y “afio” para encontrar las caracteristicas
de forma alar que mejor discriminan los grupos de individuos. Se realizé una matriz
de covarianza, la cual tiene valores ordenados de covarianzas de relaciones entre
los organismos, a partir de los cuales se realizaron los analisis multivariados. Para
estudiar la variacién de la forma alar entre poblaciones se realizé un Analisis de
Componentes Principales (ACP). Para evaluar la influencia de la alometria en los
datos, se calculé una regresion multivariada sobre el tamafo del centroide. Se us6
un Analisis de Variables Canonicas (AVC) para amplificar la variacion de la forma de
las alas entre los grupos y obtener una mejor visualizacion de aquellos
discriminados, para ello se realizaron 10000 permutaciones utilizando las distancias
de Mahalanobis y Procrustes. Para evaluar la presencia de asimetria fluctuante (AF),
los landmarks fueron digitalizados dos veces en todos los pares de alas, sobre las
cuales se realiz6 un analisis de Procrustes ANOVA para verificar interacciones
individuo*lado y los cuadrados medios (MS) de las interacciones individuo*lado, asi

como el valor de significacion estadistica. Para observar los grupos promediados, se
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ejecutd un promedio de la forma a partir de los clasificadores establecidos, sobre el

cual se realiz6é un ACP para visualizar cuan diferentes y distantes son.

Se determiné el error de medicion para corroborar que los resultados no
correspondan a un error de digitalizacion. Para ello se tom6 un subset de 100 alas, a
las cuales se le colocé los landmarks en dos ocasiones y se comparo los valores

cuadraticos medios (MS) de individuos y errores mediante un Procrustes ANOVA.
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RESULTADOS

Se trabaj6é con 3 apiarios, de los cuales se obtuvieron 15 lotes de 45 abejas obreras,

siendo diseccionadas, montadas y fotografiadas un total de 675 pares de alas.
Error de Medicién

El Procrustes ANOVA para evaluar el error de medicién mostré que el cuadrado
medio de la variacidon individual superé el error de medicién: error de MS:
0,0000010673 < individual de MS: 0,0000457084 (Tabla 1).

Centroid Size

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 2.6374 0,053824 49 35,26 <.0001

Error 1 0,076328 0,001527 50 0,8 0,8018

Residual 0,189839 0,001898 100

Shape, Procrustes ANOVA

Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual 0,0761502 0,0000457084 1666 42,82 <.0001 27,86 <.0001
Error 1 0,00181447 0,0000010673 1700 0,19 1 7,09 1

Residual 0,01907446 0,0000056101 3400

Tabla 1, Procrustes ANCOVA para el tamano de centroide y forma de A, mellifera. 53 (suma de o5 cuadrados) y
MS {media de los cuadrados) estan expresados en distancias de Procrustes.

Analisis de Componentes Principales (ACP)

El andlisis de ACP de las alas de las tres poblaciones arrojé que los tres primeros
componentes explicaron el 16,552%, 11,392% y 9,135% de la variacion,

respectivamente (Fig. 4).

2019

% VARIANZA

(%2}

15 20 25 30
COMPONENTE PRINCIPAL
Figura 4. Parcentaje de varianza respecio a los componentes principales del ACP para las poblaciones

evaluadas de A. melifera.
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A nivel de ano-uso de suelo, el analisis reveld una superposicion entre todas las

poblaciones, pero la poblacion de Lascano del afio 2020 se encontré separada del

resto y desplazada dentro del morfoespacio. Al observar los meses, agosto se abre

ocupando mas el morfoespacio respecto al resto de los meses (Fig. 5).
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Figura 5, Analisis de Componentes Principales de las poblaciones de A, meliifers para los clasificadores

ano*uso de suelo (imagen supenor) y mes (imagen inferior).
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Analisis de Variables Canénicas (AVC)

El AVC realizado sobre las tres poblaciones con distintos usos de suelo, mostré una
diferenciacion entre ellas (Fig. 6). Las distancias morfoldgicas extraidas del AVC
(distancias de Mahalanobis y distancias de Procrustes) luego de realizar 10000
permutaciones mostraron diferencias entre Canelones/Lascano, Canelones/Cebollati
y Lascano/Cebollati (p < 0.0001) (Tabla 2).
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_4 /
-6 4 -2 o 2 4 &
VARIANTE CANONICA 1
Canelones Lascano Cebollati

==

Figura 6. Analisis de Varables Candnicas de las poblaciones de A, melifera para las lres poblaciones estudiadas:
Canelones, Lascano y Ceboliati.

Distancia de Mahalanobis Distancia de Procrustes
Valor de p Valor de p
Canelones*Lascano 2,3312 < 0.0001 0,0103 < 0.0001
Canelones*Cebollati 2,7477 < 0.0001 0,0090 < 0.0001
Lascano*Cebollati 2,2652 < 0.0001 0,0104 < 0.0001

Tabla 2, Distancias de Mahalanobis v distancias de Procrustes para las 10000 permutaciones realizadas entre las
tres poblaciones evaluadas v el respactivo valor de p .
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A nivel afio-uso de suelo, se observa que Lascano en el afio 2020 esta mas acotado
en el centro del morfoespacio, respecto a 2019 que ocupa mas del mismo. En
Cebollati ocurre lo mismo pero con un menor grado de diferencia. Para Canelones,
el morfoespacio ocupado en un afio y el otro es similar pero con una distribucion
levemente distinta (Fig. 7). Abril, agosto y enero se encuentran ocupando el mismo
rango del morfoespacio respecto a la variante candnica 2, sin embargo, noviembre

se diferencia ocupando mas del mismo (Fig. 8).

3 Canelones 2019
Canelones 2020

Cebollati 2019

Cebollatf 2020

VARIANTE CANONICA 2

- o

6 4 -2 0 2 4 6
VARIANTE CANONICA 1

Figura 7. Andlisis de Variables Canonicas de las poblaciones de A, melifers para el clasificador
anouso de suelo.
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Figura 8. Analisis de Variables Candnicas de las poblaciones de A. mellifera para los meses analizados.

La regresion multivariada mostré que en Cebollati el tamafo alar va de pequefio a
mediano, en Lascano el tamano alar es intermedio y en Canelones el tamafo alar va
de intermedio a grande. A su vez, en Lascano se observa menor variacion de la
forma alar. En agosto y abril, se observa un tamano alar intermedio, siendo mas
acotada la variaciéon en agosto que en abril. En noviembre y en enero se observa
mas variacion, se abarcan tamanos alares de pequefos a grandes. Se observa que
enero es el mes que presenta mayor variacion de la forma alar. En 2019 la variacion
fue mas acotada que en 2020, en ambos afios se observan individuos con tamafo
alar de intermedio a grande, pero en 2019 también encontramos individuos con
tamafo alar pequefo. La variacion de la forma de las alas para ambos anos es

similar (Fig. 9).
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Figura 9, Analisis de regresion mullivariada para las poblaciones esludiadas da A, melifera, el eje y “regression scaore
1" corresponde a la la forma y el gje x al tamafio de centroide. Se observa la variacidn de la forma para los diversos
usos de suelo (imagen superior), los meses analizados (imagen del medio) ¥ los afos en los gue se realizd el estudio
{imagen inferior).
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Asimetria Fluctuante (AF)

Se encontro presencia de asimetria en las poblaciones estudiadas de A. mellifera (p
< .0001). En Canelones esta asimetria es mayor (0,0000099845) (Tabla 3) respecto
a Cebollati (0,0000069238) (Tabla 4) y Lascano (0,0000067207) (Tabla 5).

El valor general de asimetria calculado para las tres poblaciones en conjunto es de
0,0000084425 (Tabla 6).

Centroid Size

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 14,944279 0,066716 224 31,68 <.0001
Side 0,038215 0,038215 1 18,15 <.0001
Ind * Side 0,471663 0,002106 224 22,24 <.0001
Error 1 0,042613 0,000095 450 2,12 0,0522
Residual 0,000625 0,000045 14
Shape, Procrustes ANOVA
Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual 0,41454225 0,0000544304 7616 5,45 <.0001 25,28 <.0001
Side 0,00420362 0,0001236358 34 12,38 <.0001 0,72 <.0001
Ind * Side 0,07604225 0,0000099845 7616 6,22 <.0001 20,84 <.0001
Error 1 0,02457590 0,0000016063 15300 1,25 0,0006

Residual 0,00061158 0,0000012848 476

Tabla 3. Procrusles ANOVA para lamafio de centroide vy farma da la poblacidn de A. melifera de Canelonas.

Centroid Size

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 18,029967 0,080491 224 50,43 <.0001
Side 0,586163 0,586163 1 367,25  <.0001
Ind * Side 0,357522 0,001596 224 23,56 <.0001
Error 1 0,030488 0,000068 450
Shape, Procrustes ANOVA
Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual 0,40913648 0,0000537207 7616 7,76 <.0001 26,84 <.0001
Side 0,02673270 0,0007862560 34 113,56 <.0001 0,91 <.0001
Ind * Side 0,05273167 0,0000069238 7616 5,94 <.0001 21,25 <.0001
Error 1 0,01784671 0,0000011665 15300

Tabla 4. Procrustes ANOVA para tamano de centroide vy forma de 1a pablacidn de A, mellifera de Cabollati.
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Centroid Size

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 16,537602 0,073829 224 51,11 <.0001
Side 0,297822 0,297822 1 206,18 <.0001
Ind * Side 0,323566 0,001444 224 26,74 <.0001
Error 1 0,024306 0,000054 450
Shape, Procrustes ANOVA
Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual 0,40770308 0,0000535324 7616 7,97 <.0001 27,17 <.0001
Side 0,02098075 0,0006170808 34 91,82 <.0001 0,91 <.0001
Ind * Side 0,05118486 0,0000067207 7616 6,01 <.0001 21,17 <.0001

Error 1 0,01709534 0,0000011173 15300

Tabla 5. Procrustes ANOVA para tamano de cantroide y farma de la poblacidn de A. melifers de Lascano.

Centroid Size

Effect SS MS df F P (param.)
Individual 70,565754 0,104697 674 53,54 <.0001
Side 0,747233 0,747233 1 382,09 <.0001
Ind * Side 1,318101 0,001956 674 27,21 <.0001
Residual 0,098032 0,000072 1364
Shape, Procrustes ANOVA
Effect SS MS df F P (param.) Pillaitr. P (param.)
Individual 1,31716573 0,0000574780 22916 6,81 <.0001 27,23 <.0001
Side 0,03830818 0,0011267111 34 133,46 <.0001 0,78 <.0001

Ind * Side 0,19346888 0,0000084425 22916 6,51 <.0001 21,43 <.0001
Residual 0,06012752 0,0000012965 46376

Tabla 6. Procrustes ANOVA para lamaio de centroide y forma de las poblaciones de A, meliifera estudiadas.

La regresion multivariada nos mostro que varios individuos de Canelones se
encuentran separados del resto de los individuos, presentando mas asimetria que
las poblaciones de Rocha (Lascano y Cebollati). Cebollati presenta mas asimetria

que Lascano (todos con significancia estadistica p < 0.0001) (Fig. 10).
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Figura 10. Andlisis de regresion multivariada respecto a Procrusles FA Scores para las poblaciones esludiadas da A
mediifera. mostrande la intensidad de la asimetria fluctuante entre los grupos.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La Morfometria Geométrica resultdé una herramienta util para observar y analizar la
variacion de la forma y del tamano de las alas de individuos de A. mellifera en las
tres poblaciones estudiadas: Lascano, Cebollati y Canelones, los que podrian estar

asociados con los distintos ambientes del pais.

Benitez et al. (2014) observd que las condiciones ambientales presentes durante el
desarrollo de la larva, pueden generar diferencias en la forma del adulto. En Lascano
en el afo 2020, los individuos se encontraron mas acotados en el morfoespacio, lo
que indica menor variacion de la forma de las alas entre los individuos. En los meses
de enero y noviembre los individuos mostraron mayor variacion, incluyendo
individuos de tamano alar pequefio a grande. De manera general, los individuos en
el afio 2020 presentaron mayor variacion que aquellos del afio 2019, teniendo en
cuenta que en el 2020' sélo se tienen muestreos de abril. La plasticidad fenotipica
es muy importante para que los organismos se adapten a diversos ambientes,
cuando se observa menor variacion, suele relacionarse con ambientes con mas
estrés, de manera que los individuos preservan una forma para enfrentar de mejor
manera el ambiente (Nunes et al., 2015). El grado de africanizacion de las abejas

también se relaciona con estas variaciones (Invernizzi et al., 2022).

En Cebollati se encontraron individuos con tamano alar pequeno y en Canelones se
encontraron individuos con tamano alar grande, lo que indicaria una influencia
ambiental, ya que este caracter es uno de los primeros caracteres morfoldgicos en
variar ante un cambio en el ambiente (Balasko et al., 2022), sin dejar de tener en
cuenta que una de las caracteristicas de la africanizacion de A. mellifera es la
reducciéon en el tamafo alar, para confirmarlo, en una préxima etapa se realizarian
analisis genéticos (Invernizzi et al., 2022). Las variaciones en el tamafo, podrian
indicar un cambio ambiental en el desarrollo larval de estos individuos, ya que
variaciones generadas sobre la hormona de la muda y la hormona juvenil pueden
producir efectos morfogenéticos, un causante es la influencia de agroquimicos, que
pueden tener un efecto endocrino en el tamano generando una disrupcion
endocrina, que influye directamente en el tamafio del individuo adulto (Koch, 1977) o
el efecto de la temperatura de la colmena durante el desarrollo de los individuos

(vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Las variaciones de temperatura, asi como la

! Afio en el que se declaré la pandemia.
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frecuencia de las precipitaciones, influyen tanto en el desarrollo larvario como en la
vida adulta de las abejas; temperaturas mas bajas asi como precipitaciones
insuficientes o en momentos inadecuados disminuyen la productividad de la colonia
ya que las obreras no salen de la colmena, lo que produce un descenso en las
reservas de polen y néctar, dando como resultado un desarrollo prematuro de las
larvas y un corto periodo de alimentacion de las mismas, por lo que los individuos
resultan mas pequefios; temperaturas mas altas y precipitaciones suficientes tienden
a incrementar la productividad de la colonia ya que disminuye la demanda
metabdlica de las obreras, esto genera un desarrollo mas lento de las larvas, dando
individuos mas grandes (vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Para aseverar cual es la
variable que afecta el morfotipo de las abejas y que ocasioné una diferencia en el
tamafo alar entre las poblaciones de Rocha y Canelones, se piensa evaluar los
registros de temperatura en los sitios muestreados, asi como estudiar si existen

diferencias entre quimicos encontrados en dichos sitios.

Se ha encontrado que el uso de agroquimicos reduce la salud de las abejas, sobre
todo insecticidas neonicotinoides, los cuales son aplicados ampliamente en entornos
agricolas, donde las abejas no se encuentran expuestas a un sélo agroquimico, sino
a una mezcla de los mismos, con efectos toxicos dificiles de predecir (Wang et al.,
2021), es probable que haya una sinergia entre estos compuestos, ante la cual las
abejas son susceptibles (Almasri et al., 2020). Algunos neonicotinoides como la
clotianidina, tiametoxam e imidacloprid impiden que las abejas desarrollen su
comportamiento forrajero natural, incrementando la mortalidad de obreras y
reduciendo el desarrollo de cria y éxito en la colonia (Henry et al., 2012). Grassl et
al. (2018) llevaron a cabo un experimento donde encontraron cantidades
significativas de neonicotinoides en un grupo control de abejas, por lo que los
cultivos identificados como no tratados podrian tener un historial de tratamiento
previo, donde los residuos de agroquimicos de aplicaciones anteriores fueron
absorbidos por plantas en crecimiento, de hecho, se sabe que los neonicotinoides
son quimicamente estables y persisten durante periodos prolongados. El impacto
ambiental de los plaguicidas es muy amplio y ocurre no solamente en el lugar de su
aplicacion, sino que puede hacerlo a miles de kilbmetros de distancia de éste
(Carcamo, 2020).

En ambientes de agricultura, como es el caso de Canelones, se utilizan diversos
agroquimicos, entre ellos el glifosato, que disminuye la oferta floral y la produccion
de las abejas se ve afectada, ya que hay una probabilidad elevada de ingreso del

herbicida a la colmena (Invernizzi et al., 2022). Las abejas pueden encontrar
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agroquimicos directamente mientras se alimentan o recolectan polen de plantas que
contienen los mismos, que luego van a almacenar en la colmena. La cantidad de
agroquimicos detectada suele ser en bajos niveles (Traynor et al., 2021), pero aun
asi pueden afectar negativamente la supervivencia y salud de las abejas (Grassl et
al., 2018).

Se ha encontrado que la exposicion a agroquimicos como el fungicida
piraclostrobina y el insecticida fipronil afectan el proteoma de la cabeza de las abejas
nodrizas, reduciendo la produccién de proteinas en la jalea real, importantes en el
desarrollo de las larvas, afectando la calidad y cantidad de la alimentacion de la cria
(Zaluski et al., 2020), lo que podria explicar la diferencia de tamafio encontrada entre
las poblaciones de Rocha y Canelones. Traynor et al. (2021) notaron que al mover
colonias de regiones mas afectadas a menos afectadas por agroquimicos, hay
impacto en la viabilidad de la cria de todas maneras, lo que indicaria efectos a largo
plazo sobre la colonia; Milone et al. (2021) también observaron que colonias con
mayor exposicion oral a agroquimicos tenian un perfil nutricional diferente ya que la

composicion de la jalea real se veia afectada.

La presencia de Asimetria Fluctuante, no es necesariamente perjudicial, de hecho,
esta presente en todos los animales con simetria bilateral, para generar un cambio
en las poblaciones, la varianza debe ser suficientemente alta (Benitez et al., 2020).
La presencia de AF fue mayor en los individuos de Canelones que en aquellos de
Rocha (Cebollati y Lascano). Lascano presenta formas alares distintas pero no
niveles grandes de asimetria, mientras que Cebollati presenta mas asimetria y mas
variaciéon, con una mayor tendencia a presentar alas asimétricas. La AF es un
indicador del impacto ambiental (Nunes et al., 2015), dado que el valor es mayor
para Canelones, la diferencia podria deberse a variaciones en la temperatura,
contacto con quimicos (Vilaseca et al., 2022) o incidencia de patégenos (De Miranda
& Genersch, 2010). Dado la proximidad de las tres poblaciones, no podemos decir
que experimentan grandes diferencias de temperatura, por lo que se presume que la
variacién se deberia al contacto con agroquimicos, que se ha documentado que
tienen efectos sobre la simetria alar de A. mellifera. Los agroquimicos pueden
causar inestabilidad en el desarrollo de las abejas, reflejado en el incremento de AF
de caracteristicas morfologicas, se ha encontrado que el endosulfan y profenofos
pueden ser causantes de este efecto y del retraso en el desarrollo larval y
emergencia de adultos (Ojeda, 2012). Para determinar la causa de estas variaciones
en la asimetria, se deberian realizar otros estudios (analisis de presencia de

patdgenos, andlisis de presencia de quimicos en la colmena y las abejas y
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correlacion con la temperatura ambiente de los sitios). En la regresion multivariada
realizada respecto a la AF, los individuos de Canelones se separan del resto,
presentando una asimetria significativa, lo que indicaria que algo sucede en el

ambiente.

Es importante destacar que muchos plaguicidas prohibidos en la Unién Europea y
muchos otros paises, estan registrados y a la venta en Uruguay, siendo la gran
mayoria insecticidas mortales para las abejas. Los Plaguicidas Altamente Peligrosos
(PAP) que afectan a estos polinizadores son 32, de un total de 81 ingredientes
activos registrados bajo 330 nombres comerciales autorizados (Carcamo, 2020). A
fines de diciembre de 2019 se prohibi6 a la atrazina y el fention y se fijaron
condiciones generales para la venta de productos a base Clotianidina, Imidacloprid,
Tiametoxam y Clorpirifos, potencialmente riesgosos (Carcamo, 2020), nuestros
muestreos fueron realizados mayoritariamente durante este afo, por lo que no
debemos descartar la posibilidad de que estos compuestos afectaron a las
poblaciones estudiadas. A pesar de ésto, en el 2023

(https://www.ambiente.gub.uy/oan/datos-abiertos/) estos productos estan incluidos

en la lista de Plaguicidas Prioritarios para la Gestion Ambiental (Ministerio de

Ambiente).

Este estudio mostré principalmente cambios significativos en la simetria de las alas
de las abejas de Canelones, en comparacién con las de Rocha, lo que muestra un
cambio en el ambiente. También encontramos individuos mas grandes en Canelones
y mas pequefios en Cebollati, lo que podriamos atribuir a variaciones generadas
sobre la hormona de la muda y la hormona juvenil consecuencia del uso de estos
productos 0 como consecuencia de poblaciones africanizadas. La técnica de MG
nos permitid6 cumplir los objetivos y discriminar la morfologia alar entre las
poblaciones, especialmente si comparamos los grupos de Rocha con el de
Canelones, que muestran diferencias respecto a la AF y el tamafo alar de los
individuos. Se logro establecer una diferencia del tamafo alar en los meses
analizados, dénde enero y noviembre presentan un tamafo alar mas grande

respecto a abril y agosto.

Las hipotesis establecidas son aceptadas, la morfologia alar de A. mellifera varia
segun el ambiente en el cual habitan, la variacion que se observa en las actividades
desarrolladas en la proximidad a la colonia se reflejan en la morfologia de los
individuos. A su vez, comprobamos que hay AF en las poblaciones estudiadas

producto del efecto ambiental, donde hay una clara diferencia entre la poblacién de
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Canelones, afectada por los posibles agroquimicos usados en agricultura
comparado con las poblaciones de Rocha, que entre ellas encontramos a su vez
diferencias dadas las actividades desarrolladas en su proximidad: Cebollati se
encuentra con mayor incidencia de AF producto de la ganaderia de campo cultivado
y los cultivos de arroz cercanos, mientras que Lascano tiene una menor incidencia,

con proximidad a ganaderia de campo natural.

Abriéndose nuevas investigaciones para responder las causas de las variaciones
alares en A. mellifera: los agroquimicos usados en agricultura, horticultura vy
ganaderia; la temperatura ambiente en los apiarios; los patdgenos presentes en las
colmenas; la dieta diferencial entre las colmenas de diferentes apiarios; el grado de

africanizacion de las poblaciones.
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