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Resumen del proyecto

La abeja Apis mellifera es un recurso ecolégico y econdmico muy valioso proveyendo productos de la colmena y
cumpliendo un rol fundamental en la polinizacidn de cultivos. La disminucion de los polinizadores y el fenémeno del
colapso de colonias son hoy una gran preocupacién. La pérdida de abejas provendria de la interaccion de factores
tales como la incidencia del dcaro Varroa destructor, y el incremento del uso de pesticidas agricolas y en sanidad
apicola.

Los pesticidas a dosis subletales también pueden alterar procesos de comunicacion intra-colmena (afectando su
homeostasis), asi como la capacidad de aprendizaje y respuesta a estimulos odoriferos de las abejas (afectando la
eficacia en la polinizacién). Los plaguicidas botdnicos, esto es, productos naturales derivados de plantas que sean
inocuos para las abejas y amigables con el medio ambiente, se presenta como alternativa prometedora y necesaria en
la produccién agropecuaria. En este proyecto se propuso investigar los efectos subletales de aceites esenciales (AE)
con propiedades plaguicidas sobre la abeja melifera. Para ello, se determind que la aplicacion de AE no afecté a las
feromonas, como los hidrocarburos cuticulares y el oleato de etilo de las abejas. Asimismo, esta aplicacidn de AE no
afectd la capacidad de aprendizaje y retencion de aprendizajes (memoria olfativa). Estos resultados se obtuvieron
gracias a la implementacidn de 2 técnicas novedosas de estudios de efectos subletales en abejas para nuestro pais: la
cromatografia de gases acoplada a electroantenografia (GCEAD) y el reflejo de extension de probdscide (PER). Estas
técnicas estdn ahora disponibles para todos los investigadores nacionales. Asimismo como producto del proyecto, se
cuenta con material de divulgacidn sobre el tema en formato historieta que serd entregado sin costo, en actividades
de divulgacion y extension, a escuelas y bibliotecas publicas, organizaciones educativas sin fines de lucro y
sociedades/agrupaciones de apicultores.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Otros Topicos Biolégicos / Ecologia Quimica

Palabras clave: plaguicidas botdnicos / voldtiles de flores / polinizacion /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacidn.

Importancia de los polinizadores y los riesgos a los que estdn expuestos

La mayoria de las plantas con flores son polinizadas por insectos y otros animales, mientras que una minoria depende
de otros factores abiéticos como el viento para su polinizacién. La polinizacién entoméfila es considerada como una de
las interacciones planta-insecto mads importantes tanto econdémica como ecolégicamente [1]. La abeja doméstica, Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apididae) representa mds del 80% de los insectos polinizadores de los principales cultivos
del mundo [2] y se estima que la ausencia de su servicio de polinizacién provocaria una disminucidon de los
rendimientos mayor al 90% en muchas especies de interés agricola [2].

Recientemente se ha reportado un descenso en la abundancia y diversidad de polinizadores silvestres y domesticados,
lo que podria ocasionar una disminucidn en las especies de plantas dependientes de ellos [3]. Desde 2006 se vienen
reportando altos porcentajes de pérdidas de colonias en el mundo [4]. Este fendmeno, caracterizado por una condicidn
patolégica en la que diversos factores pueden conducir a una desaparicién abrupta de abejas, se denomina trastorno
de colapso de colonias (CCD por su sigla inglesa).

Asi, la investigacion para comprender y mitigar la pérdida de polinizadores aumenté notablemente durante las altimas
décadas. Los cambios en el uso de la tierra incluyendo la deforestacidn, la fragmentacion del hdabitat, la contaminacién
ambiental y la propagacion de plagas y patédgenos estdn incluidos entre los factores potencialmente responsables del
CCD [4]. Entre éstos, la incidencia del dcaro ectopardsito Varroa destructor (Mesostigmata: Varroidae), y la exposicion
a pesticidas sintéticos se han sefalado como los factores mds importantes que determinan el proceso de debilitacién
de la colmena [5].

Los insecticidas sintéticos son una importante herramienta para aumentar la productividad de cultivos (incluyendo
cereales, soja, maiz y cultivos frutihorticolas). Asimismo, muchos de estos cultivos dependen de los servicios de
polinizacidn de insectos como A. mellifera [6]. Esta polinizacién depende de la capacidad de los insectos de detectar a
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distancia claves voldtiles atrayentes emitidas por las plantas [7]. Sin embargo, los polinizadores pueden ser afectados
por residuos de pesticidas persistentes tanto en el cultivo como en el medioambiente [8]. Paralelamente, el manejo
sanitario de la colmena se ha basado principalmente en el control del dcaro V. destructor mediante el uso de
plaguicidas (acaricidas) sintéticos como piretroides (tau-fuvalinato y flumethrina), amidinas (amitraz), y
organofosforados (cumafés). Estos plaguicidas producen resistencia en los dcaros y ademds contaminan la miel y la
cera [9].

Ademds de su accidn téxica (aguda) sobre insectos benéficos, se ha estudiado el efecto subletal (por exposicion
crdonica) de muchos pesticidas sintéticos sobre diferentes funciones que aseguran el buen funcionamiento de la
colmena. Las abejas pueden considerarse indicadores biolégicos que recogen sustancias quimicas y otros
contaminantes de su entorno. Para recolectar recursos esenciales, las abejas exhiben un complejo conjunto de
comportamientos que dependen en gran medida del aprendizaje y de la memoria. Estos comportamientos incluyen la
navegacién en un entorno complejo para encontrar el alimento y regresar a la colmena para proveerla. Asi, las abejas
aprenden a reconocer las sefales (olor, color, textura) que son predictores de una buena recompensa floral, entre los
multiples estimulos que perciben del entorno [10]. Entonces, la deteccidn, el aprendizaje y la memoria son funciones
cruciales que permiten a las abejas localizar y extraer con eficacia recompensas florales para abastecer a la
colmena. A su vez este abastecimiento es regulado por la correcta divisidn de tareas entre los individuos de la colonia.
Dicha divisidn es ajustada por una variedad de sefales entre las cuales se encuentran senales quimicas
(semioquimicos) como las feromonas [10].

Distintos estudios han probado que la exposicidn crénica a agroquimicos puede causar cambios sutiles, pero
ecolégicamente importantes, en las funciones cognitivas de las abejas [11-17] y en el nivel de feromonas [18,19]. Los
pesticidas mads estudiados en este sentido han sido los neonicotinoides (imidacloprid, acetamiprid, tiametoxdn, etc.),
dado que desde su introduccién en la década del 90 su uso ha crecido [6,20]. Se ha demostrado que la exposicidn al
imidacloprid por si mismo [16] y en combinacién con el acaricida cumafds, [13], y la exposicién a tiametoxdn [21], afectan
el comportamiento, y danan el proceso de aprendizaje y memoria olfativa de las abejas. Abejas pecoreadoras
expuestas a estos pesticidas presentan menor respuesta al reflejo de extension de probdscide (PER por su sigla del
inglés) [16], lo que indica una mayor dificultad para aprender cudles son las sefiales que predicen una recompensa
floral a través de un aroma. Ademds, la exposicién a y el consumo oral de acetamiprid [13,22] tienen un efecto negativo
en la memoria de las abejas, impidiéndoles reconocer aromas que antes asociaban con recompensas. Asimismo, el
imidacloprid tienen otros efectos subletales en indicadores de performance como la reproduccién y el desarrollo de
las larvas en abejas meliferas [14,23]. En el caso del herbicida glifosato también se ha estudiado su capacidad de
afectar el forrajeo al afectar la capacidad de retornar a su colmenas [12].

Entre las sefiales quimicas afectadas por plaguicidas (y niveles de infeccidn) se encuentran los hidrocarburos
cuticulares (HCC) y el oleato de etilo (OE). Los HCC estdn involucrados en el reconocimiento social de los miembros de
la colonia, constituyéndose en firmas quimicas que permiten el reconocimiento entre individuos de los miembros de la
colonia y por ello mantienen la cohesidn de la misma y median la remocidn de intrusas [24-26]. EL OE regula la
maduracién comportamental de las obreras, en cuanto al cambio de tareas de las abejas dentro de la colmena (nurses)
a las tareas externas llevadas a cabo por las pecoreadoras. Este control provee un mecanismo de respuesta que se
adecua a los cambios de estructura de la colonia conservando el correcto equilibrio de todas las tareas y manteniendo
asi la homeostasis de la colmena [27].

Alternativas a los plaguicidas convencionales

Dados estos antecedentes, es preciso fomentar la implementacion de programas de investigacidon que contemplen la
identificacion, caracterizacion y efectos sobre el agroecosistema de productos naturales alternativos a los plaguicidas
convencionales y que no tengan sobre los polinizadores los efectos detrimentales resenados. Especificamente para el
manejo de plagas apicolas se estdn investigando técnicas de control basadas en enemigos naturales, productos como
dcidos orgdnicos (dcido formico y dcido oxdlico), probidticos[28] y biopesticidas vegetales (extractos de plantas y
aceites esenciales -AE-) [29-32]. Los AE son los productos naturales mds estudiados para este propdsito, ya que
exhiben un amplio espectro de propiedades contra insectos y dcaros [33]. Se ha demostrado en ensayos previos in
vitro y en colmenas, en algunos casos, que algunos AE obtenidos de plantas aromadticas poseen actividad no solo contra
Varroa destructor [32-40], sino también antimicrobiana contra el agente causante de Loque americana [34,41-43] y el
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de la nosemosis [44,45]. No obstante, actualmente existen muy pocas formulaciones comerciales. La utilizacién de
sustancias naturales como estrategia terapéutica alternativa no contaminante redundaria a favor de la produccion de
miel sin residuos téxicos, mejoraria el estado sanitario de las colmenas y minimizaria el desarrollo de cepas
resistentes, priorizando la calidad e inocuidad del producto obtenido. Sin embargo, poco se sabe sobre los efectos
subletales de los AE y otros insecticidas naturales sobre las propias abejas.

Los efectos subletales de productos utilizado en sistemas agroecoldgicos no fueron tradicionalmente considerados en
el desarrollo de nuevos productos, sin embargo, actualmente su evaluacion se hace cada vez mds importante. Existen
reportes (revisado en [6,20]) de efectos subletales sobre polinizadores tanto sobre los organismos (en células y
érganos asi como en la performance cognitiva, funciones motoras, reproduccidn, desarrollo y longevidad), como sobre
las colonias. Los efectos sobre los individuos que afectan la percepcion de estimulos olfativos y la capacidad
asociativa entre esos estimulos y posibles recompensas florales han sido estudiados (ver arriba) empleando el PER
[16]. Una técnica menos usada en este tipo de estudios, pero de gran potencial es la deteccién por electroantenografia
(EAG, ver abajo).

La técnica PER es un método cominmente utilizado para evaluar el aprendizaje asociativo en abejas desarrollado por
Kimihisa Takeda [46] que fue rdpidamente introducido en muchos trabajos cientificos desde entonces. Este método se
basa en una respuesta innata de la abeja que es parte del comportamiento de recoleccidn que le permite obtener
néctar de las flores: cuando la abeja contacta sus antenas con una solucién azucarada, se produce la extensidn refleja
de su probéscide [47]. En condiciones controladas de laboratorio, es posible condicionar esta respuesta innata a un
olor. La facilidad con que las abejas desarrollan esta respuesta condicionada (aprendizaje) y la repiten al cabo de un
tiempo determinado (memoria olfativa), es afectada por sus experiencias previas. En nuestro trabajo, estas
experiencias serdn la exposicién previa a distintos productos sanitarios del tipo AE, habiéndose realizado el
condicionamiento con azlcar y azicar adicionado claves quimicas de flores de manzano (por ej. con voldtiles florales).
Se ha elegido este cultivo porque existen reportes en literatura acerca de la importancia de las abejas en la
polinizaciéon y cuajado de las frutas (revisado en [48,49]). Los volatiles florales son mezclas complejas emitidas por las
flores que los insectos pueden detectar a distancia y seguir a contraviento como forma de localizar a las flores y en
ellas fuente de alimento, proveyendo en el proceso el servicio de polinizaciéon [1,50]. El efecto de AE utilizados en
control de plaga en los comportamientos de abejas relacionados con la polinizacidn han sido estudiado solo en casos
puntuales [51], por ejemplo en el caso del AE de hinojo y pecan la respuesta del PER no es afectada por la aplicaciéon
de estos AE cuando ya estd la probdscide extendida [51].

Asimismo, el proceso de olfaccion en insectos comienza por la deteccidn periférica de compuestos voldtiles mediante
receptores olfativos presentes en las antenas (donde también existen otros receptores). Este proceso puede medirse
experimentalmente mediante la técnica de EAG, la cual implica la medida de cambios en la diferencia de potencial
entre la base y la punta de la antena de un insecto. Estos cambios responden a impulsos nerviosos aferentes
provenientes de las neuronas olfativas, y suelen aplicarse a estudios de feromonas en insectos, particularmente en
lepiddpteros (ver por ej. [52,53]). La técnica puede emplearse en otros drdenes de insectos como los himendpteros
[7,50,54-57], y puede asimismo acoplarse a una metodologia de separacion cromatogrdfica de compuestos voldtiles
(GCEAD), de modo de analizar en forma precisa a cudles compuestos dentro de una mezcla el insecto estad
respondiendo [57], ya que los voldtiles -de flores por ejemplo- son mezclas muy complejas en las cuales solo algunos
compuestos pueden tener actividad electrofisioldgica, esto es, ser detectados. EL GCEAD al separar previamente a la
llegada a la antena la mezcla en sus compuestos tiene entonces la potencialidad de discriminar cudles son los
compuestos con actividad eléctrica en la antena. Como parte de su estrategia de forrajeo, entre las multiples senales
que las abejas utilizan para localizar fuentes de comida adecuadas se encuentran los voldtiles florales [7,57]. La EAG
ha sido utilizada en el caso de las abejas para el estudio de la deteccion de compuestos biolégicamente activos
provenientes de flores de diferentes cultivos, incluido coles [55], alfalfa [54], girasol [56], kiwi [50], entre otros
(Asimismo, se han hecho algunos estudios combinados de la deteccién por EAG con estudios del PER [58,59]). Asi, el
proceso periférico de percepcidn que se estudia por EAG complementa el estudio de aprendizaje y memoria antes
descripto, y si bien existen antecedentes de estudios del efecto de pesticidas en la recepcidn periférica en otros
ordenes de insectos [60], no se han realizado adn en A. mellifera por EAG.
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Esta propuesta surge entonces del aumento de la demanda por productos naturales alternativos para el control
sostenible de plagas y en la necesidad de evaluar, ademds de su eficacia, sus efectos secundarios y subletales sobre
los principales polinizadores. Nos centraremos en productos alternativos para sanidad apicola, aunque las técnicas a
desarrollarse podrdn utilizarse para otros productos fitosanitarios o ambientales, como un aporte hacia la
comprension y mitigacidn del CCD y su afecto detrimental en la polinizacién de flora silvestre y cultivos.

Metodologia/Diseio del estudio

Nota: Todas las figuras y tablas se encuentran en el apéndice

1 Aceites esenciales

Se obtuvieron aceites esenciales (AE) de Eupatorium buniifolium (Asteraceae), Schinus molle (Anacardiaceae),
Humulus lupulus (Cannabaceae) -ldpulo- mediante destilacién por arrastre por vapor, se secaron con Mg2S04,
almacendndose a -5°C y oscuridad.

2 Caracterizacién quimica de AE

Los AE fueron tipificados por cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS, Shimadzu GC-
2010/QP2010 Plus), como se describid previamente en nuestro laboratorio [61]. EL andlisis multivariado presentado se
realizé en la plataforma libre Metaboanalyst (https://www.metaboanalyst.ca/).

3 Construccion del sistema automatico de liberacién de estimulos voldtiles

Con el Taller de Instrumentos y el Taller de Vidrio de Facultad de Quimica se construyd un liberador de estimulos
automatizado para la aplicacién de la técnica PER (Fig.1). Este sistema es utilizado para evaluar la capacidad de las
abejas para asociar un olor (estimulo volatil) con una recompensa (solucidon de sacarosa 50% m/m). Se utiliza 1-hexanol
como estimulo voldtil. Las abejas se colocan en el dispositivo bajo un flujo de aire constante de 150mL/min. El sistema
de liberacidn de estimulos es controlado mediante una placa Arduino que controla una serie de vdlvulas solenoides y
motores que regulan la salida de los voldtiles. Una prueba completa consta de la exposicion de la abeja a aire limpio
durante 16s, al estimulo volatil durante 6s, 17s de aire limpio nuevamente y luego 20s sin estimulos para permitir que
la abeja procese la informacion adquirida. Luego de 3s del comienzo de la salida del estimulo voldtil, una senal indica
que se toque la antena de la abeja con la solucidn de sacarosa (recompensa), permitiéndose su alimentaciéon. Una
respuesta positiva al estimulo voldtil se obtiene cuando la abeja extiende totalmente su probdscide durante los
primeros 3s de exposicidn al estimulo volatil.

4 Colecta de abejas para trabajo en laboratorio y mantenimiento en condiciones controladas

El material vivo siempre se obtuvo de colmenas de dos apiarios de Canelones (Sauce y Santa Rosa) segun
disponibilidad. Se colectaron cuadros con cria operculada, trasladdndose al laboratorio, manteniéndolos a 30°C, 65%
humedad relativa y oscuridad. Los cuadros se revisaron diariamente y las abejas emergidas se colocaron en cajas
(acrilico, 11 x 8 x 9.5cm) en grupos (120-200 abejas) con polen y sacarosa 30% m/m. Diariamente se registré consumo de
alimento y mortalidad, retirando las abejas muertas.

5 Toxicidad de aceites esenciales

5.1 Humulus lupulus

De cuadros con cria operculada trasladados al laboratorio se extrajeron abejas y dcaros. Se evaluaron por exposicion
completa los AE de Cascade y Nugget a 1.4, 2.8, 5.6 y 11.2 yL/mL (hexano) de acuerdo a protocolos previos[32] con 6
varroas y 10 abejas. Se calculd las dosis letales 50 a 24, 48 y 72h (LD50, Probit, Minitab_v.20.4). Al terminar, las abejas
sobrevivientes fueron guardadas (-50C) para andlisis de feromonas.

5.2 Schinus molle

Se estudié la toxicidad del AE de S. molle por exposicidn completa como en 5.1, calculando las LD50 a 24 y 48h como se
menciond previamente.

6 Exposicion de abejas en laboratorio a tratamientos
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6.1 Para evaluacion de efecto en olfaccion periférica (EAG)

6.1.1 Exposicién temporal

Se aplicaron 3 tratamientos: control (vehiculo: emulsidon agua - aceite de Ricino 5 % m/m), timol y AE de E. buniifolium.
Se embebieron tiras de cartdn (3 x 8 x 0.15cm) con 2.2mL de la emulsidn correspondiente, para aplicar 25mg de
principio activo (PA) por cartén. Luego de reposar (18h) a temperatura ambiente se armaron los sistemas de exposicion
a vapores[62]. En el compartimento superior del sistema se colocaron 15 abejas y caramelo sélido, y en el inferior una
tira de tratamiento.

6.1.2 Exposicion crénica

El experimento se realizé por exposicion completa en las cajas mencionadas, aplicando los tratamientos: AE de E.
buniifolium, timol o control, embebidos en tiras de cartédn. En cada caja se colocaron dos tiras de 7x3x0.15cm
embebidas con 1.5mL de emulsidn. Asi, en cada caja (volumen 836cm3) se logré una concentracion de 0.08 y
0.07mg/cm3 para AE y timol respectivamente. La primera aplicacidn se realizé cuando las abejas tenian 3/4 dias de
edad, reemplazdndose las tiras a los 8/9 y 13/14 dias.

6.2 Exposicion oral para evaluacion de efecto en sensibilidad a la sacarosa, aprendizaje y memoria y feromonas

Se individualizaron abejas en viales que se anestesiaron (bafho agua-hielo) para ser restringidas en tips de pipetas,
dejando libres aparato bucal y antenas (necesarios para registrar el PER). Los tratamientos orales se realizaron con
soluciones (DMSO0) de imidacloprid y aceite esencial. Las abejas encepadas se mantuvieron 135min en incubadora, en
seis grupos. Cada abeja fue alimentada con 3L de una solucién 16% m/m de sacarosa. Un grupo recibié solo sacarosa
(Control Total), otro grupo recibié sacarosa con DMSO (Control), otros dos grupos recibieron sacarosa agregada de
imidacloprid (0.25ng (IMI1) 0 0.50ng (IMI2)) y los dos restantes recibieron sacarosa agregada de AE (0.25ng (AE-Eb1) o
0.50ng (AE-Eb2)). En la evaluacién de aprendizaje, el experimento comenzd 90 min después de la exposicidn a los
tratamientos. Al culminar se guardaron abejas para la evaluacidn de feromonas.

6.3 Exposicidn crénica para evaluacion de efectos sobre aprendizaje y memoria y feromonas

Los tratamientos fueron aplicados en tiras de cartén (4.65 x 3.30 x 0.15¢cm) dentro de las cajas desde su armado,
embebidas en una emulsidn del tratamiento. Los tratamientos fueron Control (solo emulsificantes: aceite de soja y
etanol), AE de E. buniifolium y timol. En todos, se embebieron 30 tiras de cartén, utilizando 10.32g de aceite de sojay
3.76g de etanol, mientras que para los principios activos se utilizaron 13.46g de AE y 3.36g de timol, administrando de
esta forma 420mg de AE de E. buniifolium y 106mg de timol por caja.

7 Efecto de la exposicion de abejas en laboratorio a aceites esenciales y otros tratamientos

7.1 Olfaccién periférica (EAG)

7.1.1 Exposicién temporal en laboratorio

Se escindidé una porcidn del dltimo flagelémero de antena (abejas anestesiadas de 9/10 y 14/15 dias de edad,
expuestas a vapores de tratamientos durante 24h previo al registro EAG), colocdndose entre dos electrodos con gel de
electrocardiogramal63,64]. Se suministré una corriente continua de aire (450mL/min) humidificado[64]. Como estimulo
se utilizé un estandar de linalool (?99.5%), monoterpeno ubicuo en flores[65,66], con actividad electroantenogrdfica en
abejas [67-71]. Se testaron 10?7L de soluciones (0.1, 1, 5, 10 y 100 ?g/?L, hexano), realizdndose curvas dosis-respuesta
EAG. Se utilizé el software GC-EAD_2014 (Syntech). El efecto del tratamiento sobre las sefales electroantenogrdficas
se estudid utilizando ANOVA Split-plot (SPSS Statistics IBM-v.27.0).

7.1.2 Exposicidn crénica en laboratorio

Cuando las abejas alcanzaron 9/10 y 14/15 dias de edad se estudio la respuesta EAG a 3 dosis de linalool: 10, 100 y
100079 en orden creciente, con igual procedimiento que 7.1.1 (solvente: etanol). Tanto los controles como los estimulos se
aplicaron en ciclos de 3 pulsos de 0.5s separados por 60s, con 75s intraciclo.

7.2 Sensibilidad a la sacarosa

Se evalud el efecto del consumo de AE de E. buniifolium en la sensibilidad a sacarosa usando como control positivo
imidacloprid (que afecta la sensibilidad a sacarosa de abejas jovenes[72]) sobre abejas de tres edades: 2/3, 5/6 'y 9/10
dias. Se sigui6 el protocolo de Mengoni-Gonalons, Farina[72], obteniéndose un indice de respuesta gustativa (IRG) por
abeja.

7.3 Aprendizaje y memoria olfativa (condicionamiento PER)

7.3.1 Exposicién oral en laboratorio

La evaluacion de aprendizaje y memoria en abejas expuestas oralmente a AE de E. buniifolium e imidacloprid se
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realizé en abejas de 2/3 y 9/10 dias de edad. La fase de entrenamiento (aprendizaje) se realizé en bloques de 12
abejas, 90min después de la exposicion a los tratamientos, y constd de pruebas separadas por 15 minutos. Se siguid el
protocolo de Mengoni-Gonalons, Farina[72].

7.3.2 Exposicidn cronica en laboratorio

Se evalud la capacidad de aprendizaje asociativo en abejas expuestas crénicamente a los AE y timol, utilizando
estimulos condicionantes (EC) y solucién de sacarosa 50% m/m como estimulo no condicionante. Se utilizé como EC al
volatil floral 1-hexanol en abejas de 5/6 y 12/13 dias expuestas de forma crénica a timol o AE de E. buniifolium,
mediante la técnica de condicionamiento de la respuesta de extension de probdscide (PER). Para abejas de 9/10 dias,
se utilizé como EC al volatil floral linalool. La exposicién a estimulos y evaluacidn se realizé como en 7.3.1. El andlisis
estadistico de las respuestas en PER se realizé usando GLMM binomial con comparacién posterior por Tukey o
mediante ANOVA para medidas repetidas, en memoria, mediante prueba exacta de Fisher (SPSS Statistics-IBM-v.27.0).
7.4 Extraccion y andlisis de feromonas

7.4.1 Hidrocarburos cuticulares (HCC)

Se usaron los protocolos anteriormente desarrollados en nuestro laboratorio [61,73].

7.4.2 Etil Oleato (EO)

Se usaron los protocolos anteriormente desarrollados en nuestro laboratorio [61,73].

8 Exposicidn de abejas en colmenas a aceites esenciales y timol

8.1 Formulacién con el PA

La formulacidon se aplica mediante tiras de cartéon embebidas en emulsion de PA (en aceite de soja/etanol, 3.6:3:1). El
formulado se prepara mezclando 120g del PA correspondiente (AE de E. buniifolium o S. molle, o timol) con 100mL de
aceite de soja, agitando (75°C, 15 minutos). Se agrega 42mL de etanol, agitando (30min). A esa mezcla se le agregan 30
tiras de cartén que se dejan 24h embebiendo. El control se realiza igual pero solo con aceite de soja/etanol.

8.2 Exposicién de abejas en colmenas

Se utilizaron ocho colmenas Langstroth del apiario experimental de INIA-La Estanzuela, aplicando cuatro tratamientos:
AE de E. buniifolium, AE de Schinus molle, timol y control de vehiculo de la emulsién. Abejas recientemente emergidas
(0/1 dia de edad) se marcaron utilizando marcadores POSCA. En el dia 1 del ensayo, se introdujeron 250 abejas
marcadas por colmena (n=2/tratamiento) y, sobre los cabezales de los cuadros de la cdmara, se colocaron cuatro tiras
de 20x3.3x0.15cm. En el dia 12 se repusieron las tiras.

8.3 Recuperacidn de abejas expuestas a los tratamientos

Se recuperaron abejas nodrizas marcadas el dia 12 de exposicidn, colocdndose en grupos de 120 en cajas con
caramelo sélido, manteniéndose a 32°C, 65% humedad relativa, oscuridad y alimentdndose ad libitum. Se realizaron
ensayos EAG y PER en los dias 13 a 16. En el dia 40 se colectaron abejas marcadas saliendo o retornando del forrajeo,
y, en el 46 se recuperaron abejas pintadas dentro de las colmenas.

9 Efecto de la exposicion a varroacidas en colmenas sobre las respuestas en EAG y PER

La respuesta EAG se estudié en abejas nodrizas y en forrajeras, en los dias siguientes a las recuperaciones,
suministrando 10, 50, 100 y 1000?g de linalool, igual que en 7.1.1y 7.1.2. La evaluacién de aprendizaje y memoria en
abejas nodrizas y forrajeras recuperadas de colmenas con exposicidn cronica a los tratamientos se realizé con el
estimulo condicionado 1-hexanol y el estimulo no condicionado sacarosa 50% m/m, igual que en 7.1.2.

10 Andlisis de volatiles florales con actividad electrofisioldgica

10.1 Colectas in vivo y caracterizacién quimica

Se realizaron colectas in vivo de compuestos orgdnicos voldtiles (VOCs) de flores de MalusXdomestica var.Granny-
Smith y Gala (34.390S, 56.1700) y de Red Chief (34.450S5, 56.1800). Ademads, se cultivé Cucurbita maxima var. zapallito
redondo Clarissimo (CAPS) en una quinta familiar (34.320S, 55.5700). El muestreo de manzano se realizé colocando una
inflorescencia (4-8 flores) en una bolsa inerte; el de las flores de zapallito con 1 flor/bolsa. Los VOCs se adsorbieron
(8h) en HaySep-Q_80/100mesh mediante arrastre por aire (1L/min, bomba Apex2, Casella). Se realizaron blancos. Los
VOCs se eluyeron del adsorbente con hexano (1 mL, HPLC), concentrdndose a 100?L con nitrégeno. La caracterizacion
quimica de los VOCs se realizé por GC-MS con iguales columnas y condiciones que para los AE.
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10.2 Andlisis por GC-EAD

Se realizaron andlisis de cromatografia gaseosa acoplada a detector de electroantenografia (GC-EAD. GC HP 5890
Series-II, con columna OPTIMA-5MS (30m x 0.25mm x 0.25um; Macherey-Nagel) y detector de ionizacién de llama) con
los VOCs, utilizando antenas de abejas obreras de edad desconocida sin exposicién a varroacidas, colectadas al
retornar del pecoreo en un apiario comercial (34.32 0 S, 55.57 00). Para cada andlisis se inyectd splitless 2L del
extracto concentrado. Programa de temperatura: inicio en 40 oC (1 min), incrementdndose (50C/min) a 2200C;
temperatura de interfase al EAG: 220 oC, y del inyector y detector: 2500C. Gas portador: hidrégeno; gas suplementario
nitrégeno. El andlisis se realizé como en 7.1.1.

Resultados, andlisis y discusion

Nota: Las figuras y tablas se presentan en el Anexo 1, adjunto.

Obtencidn y caracterizacion de aceites esenciales

Los AE de H. lupulus se produjeron de material peleteado comercial. El rendimiento de extracciéon [(masa AE/masa
material vegetal) x 100)] se presentan en Tabla 1. La composicidn quimica de los AE utilizados se anexa (Tablas 2-8) y
fue detallada en informes intermedios. Se agrega aqui el andlisis multivariado realizado para el AE de E.buniifolium
por época y aio de cosecha(Fig.1). Este andlisis en funcion del tiempo muestra (Fig.22) una clara variacion en el perfil
quimico global, en funcién de la estacién y del ano de cosecha del material vegetal, en el AE de E. buniifolimum. Esta
variacion en los perfiles globales fue producida (Fig.22B) por hidrocarburos sesquiterpénicos (germacrene-D (34), ?-
calacorene (47), dos sesquiterpeno no identificados (SNI-50 y SIN 87) y germacreno-B (49)) y al monoterpeno iso-3-
thujanol (6) (Fig.22C). La variacién en la actividad de productos naturales estd ampliamente documentada, en
particular la variacién de este AE, preponderantemente en sesquiterpenos, podria estar explicando su actividad
contra varroa, como se ha reportado[32]. Se continla trabajando en el andlisis de estos datos.

Construccién del sistema automdtico de liberacidn de estimulos voldtiles
El sistema de liberacidon automatica de estimulos voldtiles construido y detallado en Figs.1-3), demostré tener una alta
reproducibilidad. Se ha enviado un manuscrito con su diseno.

Toxicidad de aceites esenciales

Humulus lupulus: La toxicidad sobre varroas fue similar en las dos variedades de lipulo ensayadas (Fig.4; ej.: a 24h,
toxicidad Cascade: DL50 1.6pL/cm3 (IC95%: 1.2 — 2.1uL/cm3) vs. toxicidad Nugget: DL50 1.9uL/cm3 (IC95%: 1.3 —
2.4uL/cm3)). Sin embargo, la toxicidad sobre abejas fue menor para Cascade (FFig.4, ej.: a las 24 h, toxicidad Cascade:
DL50 6.1uL/cm3 (IC95%: 5.2 — 7.2juL/cm3) vs. toxicidad Nugget: DL50 3.5uL/cm3 (IC95%: 2.8 — 4.2uL/cm3)). La inocuidad
de los AE frente a las abejas se puede evaluar utilizando el indice de seguridad, IS = DL50 A. mellifera /DL50 V.
destructor. Asi, la variedad Cascade (3.6 — 3.8) tiene mayores indices de seguridad que la Nugget (1.8 — 2.3).

Schinus molle: Para V. destructor las DL50 fueron 41 ?g/cm3 (IC95%: 26-57 ?g/cm3) y 217g/cm3 (IC95%: 5-37 ?7g/cm3)
para 24 y 48h respectivamente (Fig.-6). Para A. mellifera, no se detect6 variacion en la mortalidad segun la dosis de
AE, con excepcion del aumento de mortalidad a la mayor dosis de AE estudiada (Fig.5). Dado que no murieron >50% de
las abejas para ninguna dosis no se pudo calcular la DL50 para abejas. Los IS fueron entonces mayores a 2.5y 5 para
24 y 48h de exposicidn, respectivamente[37].

Exposicion de abejas en laboratorio a aceites esenciales y otros tratamientos

Efecto de la exposicion a varroacidas en olfaccion periférica (EAG)

Exposicion temporal

Como era esperado, la respuesta EAG aumenté con la dosis de estimulo brindada[67,69,74] y alcanzé una meseta en las
dosis mayores[67] (Fig.7).

El andlisis ANOVA-Split-plot (datos transformados logaritmicamente, eliminando valores atipicos para cumplir
normalidad) mostré un efecto en la respuesta a linalool en abejas de 9/10dias (p=0.003); la diferencia fur entre antenas
control y expuestas a AE de E. buniifolium (post-hoc Games-Howell: p=0.046). Este p-valor, cercano al de significancia,
y la gran dispersidon de respuestas de antenas control (Fig.7A) hacen suponer que la diferencia no es biolégicamente

8/17



relevante. La exposicidn a los vapores de timol no tuvo efecto en la respuesta EAG (Games-Howell: p=0.055). Para
abejas de 14/15 dias el tratamiento no mostré un efecto en la respuesta (ANOVA-Split-plot: p=0.367; Fig.7B). Se
concluye entonces no afectacidn por los tratamientos temporales sobre las respuestas EAG.

Exposicién crénica en laboratorio

En este caso también la respuesta EAG de antenas de abejas expuestas créonicamente a los tratamientos aumenté con
la dosis de linalool (Fig.8).

Para abejas de 9/10 dias la exposicidn créonica -completa- a los varroacidas no provocé una diferencia en la respuesta
a linalool (ANOVA-Split-plot: p=0.598, Fig.8A).

En abejas de 14/15 dias de edad, el andlisis indico diferencia estadistica entre al menos dos tratamientos (ANOVA-
Split-plot: p=0.041, Fig.8B). Sin embargo, el andlisis post-hoc no arrojé diferencias significativas entre tratamientos
(Bonferroni, p>0.05). En cambio, el andlisis sobre los datos sin valores atipicos mostré una disminucidn significativa en
la respuesta media a linalool en abejas tratadas con timol en relaciéon con el grupo control interno (ANOVA-Split-plot:
p=0.009; post-hoc Games-Howell: p-valor = 0.04). Esta diferencia solo se considera tentativa debido al bajo ndmero de
réplicas de timol.

Sensibilidad a la sacarosa

Los datos obtenidos (Fig.9) fueron analizados comparando los controles y el imidacloprid para evaluar el disefio de
nuestro ensayo, comparando con resultados ya reportados (ANOVA-1 via,) y por otro lado se compararon mediante
ANOVA-1 via los controles con los tratamientos de AE. Para el caso del aceite esencial no se observaron diferencias
significativas con los controles en ninguna de las edades (p=0.53, p=0.99 y p=0.65 para cada una de las edades,
respectivamente). Para los controles y el imidacloprid se obtuvo diferencias significativas en la edad de 5/6 dias 'y 9/10
dias (p=0.16, p=0.03, p=0.04, para cada edad, respectivamente). Posteriormente se realizé el andlisis de comparaciones
en las edades con diferencias significativas mediante LSD (Fisher) obteniendo diferencias significativas entre el
control y los dos tratamientos con imidacloprid en abejas de 5/6 dias de edad y diferencias significativas entre el
DMSO Control y el tratamiento con mayor cantidad de imidacloprid (IMI2) en abejas de 9/10 dias de edad. Estos
resultados se alinean con reportes previos[72].

Efecto de exposicién a varroacidas sobre aprendizaje y memoria

Efecto en abejas expuestas oralmente a imidacloprid y a AE de E. buniifolium

Se evalud el aprendizaje asociativo de abejas de 2/3 (Fig.10A) y 9/10 (Fig.10B) dias expuestas oralmente a dos dosis de
imidacloprid y de AE de E. buniifolium. Las curvas de aprendizaje fueron comparadas con modelos lineales
generalizados mixtos (efectos fijos: tratamiento y prueba, e individuo como efecto aleatorio (5 pruebas
realizadas/individuo). No se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos para las edades
evaluadas (Tukey post-hoc, p>0.05). La capacidad de retener la asociacion durante 24h (Fig.11) no se fue afectada
significativamente entre tratamientos .

Efecto de exposicion cronica a timol o AE de E. buniifolium

En ninguna de las edades evaluadas (5/6 y 12/13 dias (Fig.12) se obtuvieron diferencias significativas entre las curvas
de aprendizaje asociativo (Tukey_post-hoc, p>0.05). La capacidad de retener la asociacion durante 24h (Fig.13) no se
vio afectada entre tratamientos. Similarmente, la exposicidn cronica completa en laboratorio a AE de E. buniifolium y
timol no afectd el aprendizaje asociativo de linalool en abejas de 9/10 dias (ANOVA medidas repetidas, p=0.10; Fig.15A)
ni tampoco su memoria (Test exacto-Fisher: p=0.13; Fig.15B).

A destacar, cuando las abejas son expuestas cronicamente a AE de E. buniifolium su sobrevivencia no fue diferente de
las expuestas al control (Mantel-Cox: p=0.11; Fig.14), indicando que la dosis ensayada en laboratorio seria
(extrapoldndola a las dimensiones de colmenas) segura para su uso en colmenas. En cambio, en abejas expuestas
crénicamente a timol, la supervivencia acumulada fue menor que en las expuestas al control (Mantel-Cox: p<0.0001;
Fig.14).

Feromonas

Se evalud el impacto del AE de lupulo sobre el perfil de HCC y EO en abejas. Para HCC

Se identificaron 52 HCC, incluyendo HCC lineales, metilados y con insaturaciones, y cuantificaron en abejas nodrizas
expuestas (3 dias) a AE de lapulo. Este es un resultado novedoso respecto a nuestro reporte anterior[61] porque se
realizé en abejas de diferente edad y utilizando una via de exposicion diferente. Para los grupos de compuestos no se
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observaron diferencias entre abejas expuestas a diferentes tratamientos (Fig.16, ANOVA, p>0.05). Al evaluar los
compuestos individualmente, se observaron diferencias n-nonadecano, n-heneicosano, 7-nonacoseno, n-nonacosano, n-
hentriacontano (Fig.17, ANOVA, p<0.05, Dunnet, p<0.05 comparado con control).

Para la cuantificacion de EO se obtuvo una curva de calibracidn con buen ajuste lineal (R=0.9977), por lo que se realiz6
la cuantificacién mediante este método en el rango evaluado, obteniendo la siguiente relacién lineal: y=0.017x. Al
comparar los niveles de EO en abejas expuestas a los diferentes tratamientos, no hubo diferencias significativas
(ANOVA, p>0.05, Fig.18).

Efecto de exposicion a varroacidas en colmenas sobre EAG y PER

EAG

El tratamiento crénico con timol, AE de E. buniifolium y AE de S. molle no tuvo efecto significativo sobre la deteccion
periférica a linalool en abejas nodrizas o pecoreadoras (ANOVA-Split-plot: nodrizas: p=0.81y 0.32 para datos con y sin
valores atipicos, respectivamente; pecoreadoras: 0.73 y 0.67, con y sin valores atipicos, respectivamente; Fig.19).
Aprendizaje asociativo

No se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos en ninguna de las dos edades evaluadas
sobre el aprendizaje asociativo de abejas nodrizas (Fig.20A) y pecoreadoras (Fig.20B) expuestas crénicamente a
Timol, AE de E. buniifolium y AE de S. molle en colmenas (GLMM, Tukey post-hoc, p>0.05 para todos). A pesar de no
haberse obtenido diferencias significativas, entre curvas de aprendizaje obtenidas a partir de los dos tipos de abejas
se observa que las abejas pecoreadoras, necesitan mds repeticiones de asociacién estimulo voldtil-recompensa para
llegar a la meseta de aprendizaje que es de alrededor de 80%. En la evaluaciéon de la capacidad de retener la
asociacién durante 24h (Fig.21) no se observaron diferencias entre tratamientos.

Voldatiles florales y actividad electrofisiolégica

Colectas in vivo y caracterizacién quimica

El alcohol bencilico fue el compuesto mayoritario en los volatiles florales de las tres variedades de M.domestica
(Tablas 9-11). El segundo compuesto mayoritario en las variedades Red Chief y Granny Smith fue linalool (8 y 9%
respectivamente), encontrado también en (2%). En las flores de la variedad Gala otros compuestos mayoritarios fueron
salicilato de metilo y hex-3-en-1-ol.

Los componentes mayoritarios de los VOCs de flores hembra de C.maxima fueron 1,4-dimetoxibenceno (32.8%), alcohol
bencilico (11.3%) y 1,2,4-trimetoxibenceno (5.3%) (Tabla 12). En los VOCs de flores macho, el componente principal fue un
hidrocarburo lineal no identificado (24%), otros componentes mayoritarios incluyeron alcohol bencilico (18.8%) y 1,4-
dimetoxibenceno (16.4%). La diferencia encontrada en las composicidn de los VOCs de flores macho y hembra de
zapallito de tronco (Tabla 12) es tipica del dimorfismo sexual de flores de plantas monoicas[75].

Andlisis por GC-EAD

Con la informacién aportada por esta técnica y la caracterizacidn quimica de los voldtiles florales de manzano Red
Chief se identificé al alcohol bencilico y al linalool como los compuestos activos que generaron respuesta EAG en
antenas de abejas (Fig.22), con una respuesta EAG promedio de 0.13+£0.02 y 0.06£0.01 mV, respectivamente. Para los
voldtiles florales de Granny Smith y Gala no se obtuvo respuesta electrofisioldgica. Aqui se utilizaron abejas
pecoreadoras de edad desconocida, colectadas en diferentes meses y colmenas, por lo que esta falta de respuesta a
compuestos para los cuales se registré respuesta EAG en los VOCs florales de Red Chief, en particular a alcohol
bencilico (compuestos mayoritarios de todas las variedades) y linalool podria deberse a las condiciones bioldgicas de
los individuos[58,76], asi como a su experiencia olfativa[58,76,77], ya que podrian haber estado explotando recursos
florales que posean los mismos compuestos que los presentes en los VOCs estudiados. La experiencia olfativa
(asociacion y recuerdo de odorantes florales con la recompensa) provoca una disminucidn de la expresion de los
receptores olfativos que detectan esos compuestos[77], pudiendo estar estos niveles debajo del umbral para generar
una respuesta EAG medible[64].

En los voldtiles de flores hembra de C.maxima se identificaron ocho compuestos que generaron respuesta EAD
(Fig.23A) y en los volatiles de flores macho, seis (Fig.23B). Ademds, para ambos VOCs se registré respuesta EAD a un
pico que eluyo entre el 1,4-dimetoxibenceno y el alcohol hidrocindmico, y a otro que eluyé entre el alcohol
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hidrocindmico y el indol. Estas dos respuestas EAD se adjudican a dos grupos de compuestos que no se resuelven en
las condiciones cromatogrdficas utilizadas. El primer grupo estuvo conformado por tres compuestos no identificados, y
el segundo por el (Z)-alcohol cindmico y dos co-eluyentes no identificados. En la tabla 13 se detallan los compuestos con
actividad electrofisiolégica y la amplitud de la respuesta EAD promedio.

Generacion de material para divulgacion

Se generd una historieta de la serie “Meli” (de nuestro laboratorio) para publico general. El material generado cuenta,
guiados por un reportaje de Meli, los conceptos estudiados en la propuesta del proyecto. El fasciculo se titula “Meliy
las abejas perdidas”. El material generado serd utilizado en diversas actividades de divulgacién (ver material en
Apéndice 3).

Conclusiones y recomendaciones

En este proyecto de ensayaron diferentes productos acaricidas suministrados por diferentes vias en ensayos tanto de
laboratorio como en colmenas en cuanto a su capacidad de generar respuestas subletales a nivel de la comunicacion
quimica entre abejas adultas (hidrocarburos cuticulares y el oleato de etilo) y a nivel de la capacidad de aprendizaje y
retencidn de aprendizajes. Las acaricidas ensayados incluyeron aceites esenciales producidos en el curso de las
actividades y productos ya utilizados en apicultura, incluidos a modo de comparacién.

En este sentido, en cuanto a los productos nuevos que se han ensayado, cabe senalar que, segin lo reportado por otros
autores, los AE con propiedades varroacidas mds prometedoras son aquellos con indice de seguridad > 3, por lo que el
AE de Humulus lupulus Var. Cascade, cuyo indice fue de 3.6 — 3.8 seria una opcidn viable para continuar investigando.
Asimismo, el aceite esencial de Schinus molle presento un indice de 5, haciéndolo también prometedor (aunque ya
existen reportes de intentos de desarrollos con este producto).

En cuanto a los aceites esenciales seleccionados para estudiar los efectos subletales, se determiné que la aplicacion
de ellos no afecté a las feromonas, como los hidrocarburos cuticulares y el oleato de etilo de las abejas. Asimismo,
esta aplicacion de AE no afectd la capacidad de aprendizaje y retencion de aprendizajes (memoria olfativa).

En cuanto a recomendaciones sobre uso de los productos ensayados, cabe sefalar que, si bien han resultado de
inocuidad para las abejas en cuanto a los efectos testados, no parecen tener una ventaja comparativa con el timol,
producto ya utilizado ampliamente en apicultura, y cuyo costo es bajo. Ademds, hay que senalar que los aceites
esenciales aqui ensayados tienen un costo oneroso.

Los resultados relacionados a la deteccidn periférica de estimulos y a la capacidad de aprendizaje y generacién de
memoria se obtuvieron gracias a la implementacién de 2 técnicas novedosas de estudios de efectos subletales en
abejas para nuestro pais: la cromatografia de gases acoplada a electroantenografia (GCEAD) y el reflejo de extension
de probdscide (PER). Estas técnicas quedan ahora disponibles para todos los investigadores nacionales.

El sistema GC-EAD ya estaba operativo en nuestro laboratorio, pero no habia sido puesto a punto para la abeja
melifera. Generamos entonces en el curso de las actividades del proyecto mediante nuestros estudios un protocolo de
uso especificamente para abejas. En cuanto al sistema de liberacidn automatica de estimulos voldtiles construido,
cuenta con una bomba de pecera que impulsa el aire a través del sistema, un regulador de flujo que controla la
velocidad del mismo y una serie de vdlculas solenoides que controlan el sentido por donde circula el aire que cuando
se setea en determinada configuracién, arrastra el estimulo voldtil exponiendo a la abeja a la que se le evalla el
aprendizaje asociativo. Estas vdlvulas y motores estdn controlados por una placa de Arduino (esquema en Fig.2). El
sistema estd configurado de manera que la exposicidn de la abeja al estimulo voldtil sea precisa y en una cantidad
definida, ademds de indicar el momento preciso de uso de estimulos (la Fig.3 presenta un esquema de los tiempos de
exposicidn). Todo este ensambalje es de fdcil implementacién y sus costos son mucho menores que el sistema
previamente reportado en literatura y ampliamente utilizado como referencia.

Como resultado de las actividades realizadas se han generado varias presentaciones en congresos y encuentros con
productores, se ha completado una tesis de maestria y se finalizard una de doctorado en 2025 (ver anexo 2 adjunto).
Asimismo se encuentran en preparaciéon 3 manuscritos.
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