ESTUDIOS DE VIGILANCIA PARA EL SECTOR APICOLA

+ INFLUENCIA DEL PAISAJE AGRICOLA QUE RODEA A LAS
COLONIAS DE APIS MELLIFERA EN LA PRESENCIA DE
PLAGUICIDAS EN LAMIELY SU DIVERSIDAD DE ENSAMBLES
EN LA FAMILIA APIDAE INTENSIFICADOS EN SUR AMERICA

¢ Resumen

Las abejas meliferas asentadas en ecosistemas agricolas pueden encontrar residuos de
glifosato en las flores de las plantas nativas y cultivadas que crecen en hdbitats seminaturales.
Este trabajo analiza la relacion entre la presencia de pesticidas en la miel y algunas
caracteristicas del paisaje que rodea a los colmenares. Se analizaron un total de 30 muestras
de miel y se registrd la presencia de glifosato y de su metabolito Acido Aminofosférico
(AMPA) con una positividad del 50% y 30%, respectivamente. La presencia tanto de
glifosato como de AMPA en la miel, incluso en niveles muy bajos, identifica una via
importante por la cual los pesticidas migran desde el sitio de aplicacion hasta la colmena y la
miel. Nuestros resultados sugieren que la creciente cantidad de tierras de cultivo junto con la
intensifcacion de la agricultura industrial no es suficiente para explicar la relacion con los
residuos de glifosato y AMPA en la miel. Estas tendencias sugieren que estudios mas
detallados dentro de regiones particulares del paisaje podrian ser ttiles para comprender

mejor la relacion de las practicas agricolas y la presencia de pesticidas en la miel.

Las abejas (Familia Apidae) tienen un papel clave como polinizadores en una amplia gama
de comunidades de angiospermas. América del Sur sufrié fuertes modificaciones durante la

ultima década debido al aumento de las actividades antropicas y la expansion de las areas



agricolas, en particular el auge de la soja. El objetivo de esta investigacion fue conocer la
diversidad actual de abejas en las regiones del Litoral Sur y Bajo de Uruguay. Los
especimenes fueron recolectados en las temporadas 2015-2016 y 2016-2017 en praderas

naturales, pastizales cultivados, campos de soja, entre otras comunidades florecientes.

La diversidad de abejas fue mayor en la region Sur, con agricultura tradicional y pastizales,
que en la region del Litoral Bajo, donde durante la tltima década se registré un aumento en
el uso del suelo agricola, en particular para la soja. Ademas, esta investigacion tuvo como
objetivo estudiar la presencia de abejas nativas y las introducidas.Apis mellifera (Apinae) en
un campo de soja en cuatro transectos ubicados a 0, 50, 100 y 200 m del borde del cultivo en

ambas épocas.
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e Introduccion

Las abejas (Familia Apidae) incluyen un grupo de insectos con el habito de recolectar polen
y néctar de las flores como recursos alimenticios ( Michener 2007 ). Este habito determina
que las abejas sean importantes polinizadores, en coevolucién simbidtica con las
angiospermas ( Ollerton 1999 ). Por lo tanto, las abejas se consideran especies clave en los
ecosistemas naturales y agricolas, manteniendo la biodiversidad en general y brindando
seguridad alimentaria ( Michener 1974 , 2007 ; Kearns et al. 1998 ; Ollerton 1999 ; Engel
2005, 2011 ). Hay 20.000 especies de abejas en el mundo que forman un linaje monofilético
como el clado Antrophila ( Lopez Uribe et al. 2017 ,Sann et al. 2018 ). Estan presentes en
todos los continentes excepto en la Antartida, en una amplia variedad de habitats ( Roubik
1992 , Michener 2007 ). La regidon neotropical presenta el mayor nimero de especies de

abejas ( Moure et al. 2007 ).

La aplicacion mundial anual de agroquimicos ha ascendido a 2,7 x 106 toneladas en los
ultimos afios (OCDE/FAO 2017), principalmente glifosato (Ferreira et al. 2017). Las
implicaciones ambientales del mayor uso de esta sustancia activa han llevado a un niimero
creciente de plantas nativas tolerantes al glifosato (Ferreira et al. 2017), consecuencias

negativas para muchos otros grupos de organismos e impacto social, entre otros (Lupi et al.



2019). En Argentina, la practica mas utilizada es la agricultura industrial con siembra directa
(SD) y agroquimicos, ocupando el 90% de la superficie agricola (Aapresid 2018). Por
ejemplo La agricultura industrial en Argentina ha reducido los habitats naturales y
seminaturales, generando fragmentacion de hdabitats y afectando signifcativamente la
diversidad y abundancia foral (Pengue 2005; Galetto y Torres 2020). Esto ha resultado en un
impacto neto en la abundancia y la salud de las abejas silvestres y manejadas (Dolezal et al.
2019; St Clair et al. 2020). Las pérdidas anuales de colonias de abejas (Apis mellifera) en
Argentina oscilan entre el 15 y el 30 % (Maggi et al. 2016; Requier et al. 2018). Estas pérdidas
se atribuyen principalmente a la presencia de parasitos asi como a la aplicacion de

agroquimicos en las areas aledanas a los apiarios (Maggi et al. 2016).

Las principales vias de exposicion de las abejas a los agroquimicos se dan por contacto con
la deriva de aspersiones o polvos contaminados, y por la ingestion de residuos en la
vegetacion y cuerpos de agua (Botias y Sdnchez-Bayo 2018). Los plaguicidas se consideran
uno de los principales factores de estrés abidticos para los polinizadores (IPBES 2016).
Meédici et al. (2019) realizaron un relevamiento de plaguicidas en la mayor zona de
explotacion agricola de Argentina, e identificaron las provincias con mayor riesgo para la
apicultura, por la presencia de uno o mas residuos de agroquimicos en la miel. La provincia
de Buenos Aires maneja la mayor cantidad de colmenas del pais y reporta la mayor cantidad
de contaminantes de la miel (Medici et al. 2019). Resultados similares también fueron
observados por Villalba et al. (2020). De hecho, la presencia de estos compuestos supone un
riesgo importante no solo en términos de actividad, sino también para la salud de las propias

colonias.

La abeja Apis mellifera esta presente como especie naturalizada en Uruguay luego de su
introduccion desde Europa en 1834 ( Cordara 2005 ). Esta abeja doméstica es manejada por
el ser humano para producir alrededor de 12.000 toneladas de miel exportada ademds de
polinizar varios cultivos ( Daners y Telleria 1998 ; Santos et al. 2009 , 2013 ; MGAP-DIEA
2015 ). Esta especie sufrio importantes registros de mortalidad en la altima década en

Uruguay, asociados a pérdidas de habitats por la gran expansion agricola, pérdida de recursos



alimentarios y el empleo de medidas fitosanitarias con quimicos muy dafiinos para las abejas

en grandes extensiones de cultivos (Requier et al . .2018 ).

Las actividades agricolas en Uruguay aumentaron rapidamente en el periodo 2000 a 2016,
junto con el Cono Sur de América del Sur. Los cultivos de soja ( Glycine max, Merril) lideran
la expansion, pasando de 12.000 ha en la temporada 2000 a 2001 hasta 1.300.000 ha en la
temporada 2014 a 2015 (Hoffman et al. 2013 , Baeza et al. 2014 ). Eso significa un aumento
del 0,07% al 7,4% de la superficie total de Uruguay. La profunda transformacion del paisaje
puede influir en el habitat y los recursos florales de las abejas naturales, alejando las
secuencias de cultivos tradicionales y modificando la diversidad floral ambiental ( Diaz y

Raudoviniche 2010 , Le Féon et al. 2016 ).

El estudio realizado por St. Clair et al (2020) postulé que las granjas de frutas y verduras
brindan algunos benefcios para las abejas; sin embargo, no benefician a las comunidades de
abejas silvestres. Estos autores sugieren ademas que la incorporacién de habitats naturales,
en lugar de la agricultura diversificada, en estos paisajes puede ser una mejor opcion para los
esfuerzos de conservacion de las abejas silvestres. El objetivo de este trabajo fue analizar la
relacion entre la configuracion del paisaje y la presencia de pesticidas en la miel ya que las
caracteristicas de la matriz de cultivo proporcionan proxies de la contaminaciéon por
pesticidas (Medici et al. 2019). En particular, probamos la relacion entre la presencia de
glifosato y sus residuos de metabolito dcido aminofosforico (AMPA) en la miel y algunas
métricas de la configuracion del paisaje. A medida que crece la proporcion de tierras de
cultivo en el paisaje con volimenes crecientes de herbicidas aplicados por sitio, se espera
que los valores de glifosato y AMPA en la miel sean mas altos. Al mismo tiempo, a medida
que la homogeneidad o heterogeneidad funcional del paisaje dominado por tierras de cultivo
es mayor, se esperan valores crecientes de glifosato y AMPA en la miel porque las abejas

pueden explorar facilmente toda el 4rea debido a la menor cantidad de barreras presentes.



e Metodologia

En total, se realizaron 20 campafias de muestreo en dos temporadas (2015 a 2016 y 2016 a
2017), 10 campanas por cada temporada cubriendo dos regiones, cada dos a cuatro semanas
entre septiembre y abril. Estos meses tienen una intensa actividad de busqueda de alimento
para las abejas. Las actividades de muestreo comprendieron dos regiones ( Fig. 1): Litoral
Bajo (Departamentos de Soriano, Colonia y San José), caracterizado por un aumento del uso
agricola intensivo durante la ultima década, particularmente para el cultivo de soja; y la
region Sur (Florida, Lavalleja, Canelones y Montevideo) donde el ordenamiento de las
actividades de uso del suelo se mantuvo estable, con sistemas intensivos de cultivo
diversificados (lacteos, avicolas, fruticolas y vegetales) por la cercania a los principales
mercados urbanos, pero principalmente produccion de ganado vacuno, particularmente en
areas de pastizales no aptas para la agricultura.
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Fig. 1 Porcentaje de la superficie agricola de verano por
departamento en Uruguay en la temporada 2015-2016. De los 1,3 millones de ha, la soja ocupo el 87%
seguida por el maiz y el sorgo. La region del Litoral Bajo concentraba el 48,6 % del area agricola nacional,
mientras que la region Sur sumaba el 5,0 % (con base en datos estadisticos gubernamentales, MGAP-DIEA
2017).

e Resultados y discusion

En total, 449 especimenes fueron colectados e incorporados a la coleccion de la seccion de
Entomologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica (Uruguay). De
estas colectas se identificaron 45 especies de abejas que pertenecian a 20 géneros y 5

subfamilias ( Cuadro 1 ). Seis especimenes solo fueron identificados a nivel de subfamilia.



Las cinco subfamilias identificadas fueron las siguientes: Andreninae, Apinae, Colletinae,
Halictinae y Megachilinae. El indice de diversidad de Simpson para todo el conjunto de datos
fue D = 0,079. Las mayores capturas se obtuvieron de enero a abril, en comparacion con las
capturas de septiembre a diciembre ( Fig. 2 ; prueba de Wilcoxon, P <0.01). Las subfamilias
con mayor riqueza de especies fueron Apinae y Megachilinae con 22 y 11 morfoespecies,
respectivamente ( Cuadro 2 ). La subfamilia Megachilinae, en particular, estuvo presente
desde mediados de verano en adelante, con solo tres especies de las 11 observadas durante

los meses de primavera.

Tabla 1. Numero de especies y familias de plantas donde se tomaron muestras de abejas.

Familia Especies
apidceas 1
asteraceas 12
Caprifoliaceae 2
Comelinaceas 1
Cucurbitaceas 3
fabaceas 5
lamidceas 1
Lythraceae 1
malvaceas 1
Orobanchaceae 1
rosaceas 1
rutaceas 1
Total 20

Se obtuvieron un total de treinta muestras de mieles de diferentes sitios (apiarios) del sureste
de la provincia de Buenos Aires durante las cosechas 2019 y 2020 (Cuadro I). Se adquirieron
muestras de miel de cada sitio de estudio, recogiéndolas por lotes de todo el apiario: asi, las
muestras de miel no representan una colmena sino todo el apiario. La miel se recolecto6 en la

misma temporada al final de la cosecha de miel (Bicudo de Almeida-Muradian et al. 2020).



Se desarroll6 un método de analisis de residuos de glifosato y su principal metabolito de

degradacion, el acido aminometilfosfonico (AMPA), en la miel.

Extraccién: Se homogeneizaron 100 gr de muestra antes del analisis mediante agitacién
intensa. De este homogeneizado, se pesé 1 g de miel en un tubo de centrifuga de 50 mL en
una balanza analitica a 0,1 mg y se le afadieron 5 mL de agua. Posteriormente, se afiadieron
10 pL de écido clorhidrico concentrado y 5 ml de metanol. Se agitd 1 min y se centrifugé 2
min a una velocidad superior a 1500 rpm. Se transfiri6 1 ml del sobrenadante a un vial de
vidrio y se afiadieron 200 pL de tampon borato pH 9 y 500 pL de solucion de cloruro de 9-
fuorenilmetoxicarbonilo (FMOC). Posteriormente, se colocd en una estufa a 50 °C durante
90 min. Luego se acidifico con 10 pL de &cido féormico concentrado y se filtrd con un filtro
de jeringa. Curva de calibracion: A 1 g de miel se le agregaron los volumenes necesarios de
las soluciones de trabajo para obtener concentraciones de 10, 25, 50, 75 y 100 pg/kg.
Condiciones cromatograficas: Para el analisis se utilizo un cromatografo de liquidos Waters

Acquity H-Class acoplado a un espectrometro Xevo TQ-S.

Table L Transitions and chromatographic parameters used for glyphosate and AMPA detection

Compound Retention time Precursor Ion Product (m/z) Cone (V) Collision
(minutes) (m/z) )
Glyphosate 6.90 390.2 150.1 50 22
390.2 168.1 50 12
AMPA 7.20 3322 110.1 50 8
3322 136.1 50 12

Tabla II Valores obtenidos para glifosato y AMPA de 30 muestras de miel obtenidas de 22 sitios,
cuyas métricas para la confguracion del paisaje en radios de 1000 m y 2250 m se presentan. En
particular, las hectareas de cultivo (CA AGRO 1000 y CA AGRO 2250), el porcentaje de agricultura
en el paisaje (PLAND AGRO 1000 y PLAND AGRO 2250), y las medidas de homogeneidad o
heterogeneidad del paisaje (CONTAG para ambos radios) se presentan para cada muestra.



Response variables  Landscape variables

Site Yearof Latitude Longitud Glyphosate AMPA PLAND PLAND CONTAG CONT:

harvest (ng/kg) (ug/kg) AGRO AGRO 1000 2250

1000 2250

1 2019 -3821738889 -57.89416667 27.50 18.10 5489  61.00 66.37 66.37
2 2019  -38.16861111 -57.98166667 3.30 000 6600 6554 66.35 67.44
3 2019 -3823294444 -57.78275 7.80 690 116 16.60 53.76 4339
4 2019 -38.109 -57.85577778  2.70 180 5906 5801 63.29 65.40
52 2019  -38.16655 -57.95369722  2.00 190 6277  66.83 63.57 70.71
5b 2019  -38.16655 -57.95369722  0.00 000 6277 66383 63.57 70.71
5c 2020  -38.16655 -57.95369722  3.30 000 6277 66383 63.57 70.71
54 2020  -38.16655 -57.95369722  0.00 000 6277 6683 63.57 70.71
6 2019  -38.34108333 -58.01213889 0.00 000 5316  48.18 54.67 5146
7 2019 -38.14166667 -58.22008333 0.00 000 5800 64.65 68.21 71.65
8a 2019  -38.11475 -57.82463889  3.00 300 5907 5693 57.82 63.78
8 2020  -38.11475 -57.82463889  4.70 1570  59.07 5693 57.82 63.78
9a 2019  -38.26920833 -58.41793056 0.00 000 7323 7613 82.84 90.23
ob 2020  -38.26920833 -58.41793056 11.70 000 7323 7613 82.84 90.23
10a 2019  -37.32078056 -57.98392222 0.00 000 7043 7048 8233 81.82
10b 2020  -37.32078056 -57.98392222 0.00 000 7043 7048 8233 81.82
1la 2019  -38.16138889 -57.94888889 9.20 600 6297 6670 65.09 74.14
11b 2020  -38.16138889 -57.94888889 22.60 000  63.18 6678 65.00 74.00
12a 2020  -38.32722222 -57.98977778 11.00 620 5889  45.13 56.80 51.42
12b 2020  -38.32722222 -57.98977778 5.00 310 5889  45.13 56.80 51.42
132020 -38.04186111 -57.92269444 0.00 000 7394 7417 84.53 86.07
14 2020  -37.96066667 -57.92230556 0.00 000 6755 5359 72.24 61.05
15 2020  -38.19277778 -57.99288889 0.00 000 7605  73.68 91.96 4526
16 2020 -38.24177778 -57.88552778 0.00 000 6469 5573 53.60 60.73
17 2020  -38.05626944 -58.1581 0.00 000 7727 7435 64.90 70.41
18 2020  -38.12425 -57.83333333  9.50 000 5542 5976 51.96 46.70
19 2020  -38.16748056 -57.95521667 10.10 920 6338 6661 71.99 75.78
20 2020  -38.23263889 -57.80705556 0.00 000 4996 4126 64.85 74.07
21 2020  -38.24916667 -57.98916667 0.00 000 6767  69.11 57.82 63.78
22 2020  -38.05816667 -57.91022222 0.00 000 7388 7645 88.65 93.04

Este estudio ha generado informacion basica a considerar en futuras investigaciones sobre
estrategias de conservacion. Es bien sabido que la riqueza y la abundancia de especies de
abejas estan correlacionadas con la riqueza de especies de plantas (Tscharntke et al. 1998).
La presencia de plantas nativas y las caracteristicas del paisaje local pueden desempefiar un
papel importante en el mantenimiento de la diversidad de abejas (Pardee y Philpott 2014), y
las areas naturales pequefias en el uso de la tierra pueden ser suficientes para influir en la
diversidad de refugios y recursos de alimentacion para la conservacion de las especies de
abejas ( Hendrix y Kwaiser 2010, Watson y otros 2011). Por lo tanto, mantener las estructuras
de parches naturales y corredores de biodiversidad junto a los cultivos de soja puede
representar un elemento clave en el mantenimiento de la diversidad de abejas nativas.
Considerar los paisajes circundantes de los agroecosistemas con elementos seminaturales del

paisaje podria ser importante para mantener las poblaciones de abejas nativas.



La disminucién actual de la poblacion de insectos y la biodiversidad se aborda en varios
estudios resumidos por Forister et al. (2019) y Briihl y Zaller (2019) , entre otros. Como
ejemplos, estudios poblacionales a largo plazo en Alemania, Escocia, Estados Unidos,
Australia, reportaron una disminucion de las poblaciones de insectos a lo largo de las ultimas
décadas ( Forister et al. 2019 , Sanchez y Wyckhuys 2019 ). Se observo una disminucion de
tales poblaciones para diversos Ordenes y familias de insectos, incluidas las abejas
polinizadoras ( Shepherd et al. 2003 , Biesmeijer et al. 2006).

Tabla III. Resultados estadisticos obtenidos para los LMM mejor ajustados usando todos los
datos.

Variable (Log transformed) Fixed effects Estimate Std. Error t value P value
Glyphosate 1000 m of Landscape (Intercept) 342.310 182.963 1.871 0.0718
PLAND -0.05841 0.02882 -2.027 0.04272
AMPA 1000 m of Landscape (Intercept) 305.145 156.533 1.949 0.0613
PLAND -0.06481 0.02466 -2.629 0.0101
AMPA 2250 m of Landscape (Intercept) 309.706 163.581 1.893 0.0688
PLAND -0.06558 0.02581 -2.541 0.01211

Cuando se mapearon los sitios con apiarios que mostraban residuos de pesticidas en la miel,
se observo un patron interesante a nivel regional, con la mayoria de los sitios (excepto uno)
con residuos en la miel concentrados regionalmente (Figura 3). Sin embargo, algunos sitios

adyacentes tampoco mostraron residuos de pesticidas en la miel (Figura 3).

Figura2. Estimaciones significativas de los modelos que mejor encajan con todos los datos: A:
Escala 1000 para glifosato; B: Escala 1000 para AMPA; C: Escala 2250m para AMPA. Sin el sitio (3)
porque mostr6 el menor porcentaje de tierras de cultivo: D: Escala 1000 para glifosato; E: Escala
1000 para AMPA; F: Escala 2250 m para AMPA.
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Figura 3. Mapa de 22 sitios con apiarios que

muestran residuos de pesticidas en la miel. Fuente: satélite de Google-QGIS.



Usualmente, el glifosato se aplica por via aérea en aquellas tierras de cultivo alejadas de las
zonas urbanas y por dispositivos terrestres cercanos a las urbanizaciones. Estas metodologias
implican diferentes tasas de derivas de glifosato que impactan diferencialmente en las tierras
de cultivo y la vegetacion de los habitats seminaturales que podrian estar relacionados con
los residuos en los apiarios segun su ubicacion, independientemente de la configuracion del

paisaje y el comportamiento de las abejas.

Sin embargo, los resultados de este trabajo fortalecen la suposicion de que la miel podria ser
un buen centinela ambiental de la contaminacion por agroquimicos (Medici et al. 2019).
Todos los alimentos destinados al consumo humano o animal en la Union Europea (UE) estan
sujetos a una limitacion maxima de residuos de plaguicidas para proteger la salud humana y
animal (EUR-LEX). Por lo tanto, comprender mejor como los factores ambientales
modifican la presencia de estos herbicidas en las colonias brindaria informacion valiosa para

la toma de decisiones y la planificacion a escala nacional y mundial.

e Conclusiones

» Durante las peleas de busqueda de alimento, las abejas asentadas en ecosistemas
agricolas pueden encontrar residuos de glifosato tanto en las flores cultivadas como en
las circundantes (nativas o exoticas).

» Laconfiguracion y heterogeneidad del paisaje en el que se ubican las colonias de abejas,
junto con las caracteristicas del manejo agricola, tienen implicaciones directas e
indirectas en la supervivencia de las abejas.

» Las areas de cultivo intensivo pueden proporcionar un festin a corto plazo incapaz de
mantener el estado nutricional a largo plazo de las colonias.

» Un mejor conocimiento de la diversidad de especies de abejas y su papel polinizador en
diferentes ambientes permite el establecimiento de estrategias de conservacion y

manejo.



La presencia de especies nativas en la soja indica la capacidad del cultivo para
suministrar nutrientes a estos insectos que dependen del néctar y el polen como recursos
alimenticios.

Este estudio ha generado informacion bésica a considerar en futuras investigaciones
sobre estrategias de conservacion.

La presencia tanto de glifosato como de AMPA en la miel, incluso en niveles muy bajos,
identifica una via importante por la que los plaguicidas migran desde el lugar de
aplicacion a la colmena y al suministro de alimentos para humanos (Damalas y
Eleftherohorinos 2011; Barganska et al. 2016; Mullin et al. otros 2010).

Un anélisis geoespacial, como el realizado en este estudio con algunas métricas de la
configuracion del paisaje, puede ayudar a los productores de miel a reflexionar sobre
los riesgos de exposicion a pesticidas relacionados con la agricultura industrial. Cuando
las abejas se utilizan para la explotacién comercial de la produccion de miel, se debe
optimizar la ubicacion de las colmenas en hdbitats seminaturales para reducir su
exposicion y luego las colonias de abejas podrian verse menos afectadas por los

pesticidas (Mullin et al. 2010; Hartel e Ingolf 2014).
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