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RESUMEN

El rdpido crecimiento poblacional ha llevado a la evolucidn de la agricultura para garantizar
el suministro de alimentos a la poblacién. Sin embargo, para lograr este objetivo, se ha
aumentado el uso de compuestos quimicos que ayudan a asegurar la calidad de la cosecha,
asi, los plaguicidas organofosforados y herbicidas como el glifosato son ampliamente
utilizados en la agricultura para mejorar la productividad y calidad de los cultivos.
Desafortunadamente, estos compuestos también son una causa importante de los graves
problemas de contaminacidon que enfrentamos actualmente, ya que su uso excesivo ha
amenazado a multiples polinizadores, entre ellos las abejas. Estos insectos se alimentan
comunmente de diversas especies de flores, pero al entrar en contacto con cultivos o
malezas que han sido tratados con plaguicidas su poblacion se observa mermada a
consecuencia de la exposicion indirecta e involuntaria. Durante su proceso de
detoxificacion, las abejas generan especies reactivas de oxigeno, mecanismo que altera el
equilibrio homeostatico y disminuye la respuesta de proteccidén ante patdgenos, tales como
los péptidos antimicrobianos, que son una de las primeras lineas de defensa del sistema
inmunolégico, asi como la actividad de enzimas que ayudan a la eliminacién de especies
oxidantes, como la catalasa. Por lo tanto, en el presente trabajo, se evalug, si la exposicién
al malatién y al glifosato pueden afectar la actividad de la catalasa (CAT) y la expresion de
los péptidos antimicrobianos, defensina 1 (DEF1), defensina 2 (DEF2) en una exposicion in
vivo.

Brevemente, se emplearon colmenas de Apis mellifera a las cuales se les administré dosis
subletales de malation (9 ug/L) y glifosato (1 pg/L) de manera individual y en mezcla (1:1
Malatién: Glifosato) a través del alimento por 29 dias; cada 5 dias, se recolectaron abejas
de cada uno de los grupos para evaluar la actividad de la CAT y la expresidn génica de DEF1
y DEF2 en intestino por PCR. Asimismo, al final del experimento, se tomé una muestra de
miel de cada colmena, para determinar si se encontraba el plaguicida correspondiente.

Durante todo el experimento se documento el comportamiento de las abejas.



Los resultados muestran que la actividad de la catalasa fue similar entre los diversos grupos
de exposicidn respecto al grupo control. Sin embargo, la expresion de DEF1 se incrementd
de manera temprana (D5) en respuesta a la mezcla; interesantemente, la DEF2 se
incrementd de manera tardia (D20) en los grupos expuestos a glifosato y mezcla. Aunado a
lo anterior, no se encontrd correlacion entre la actividad de la CAT y la expresion de DEF1y
DEF2, respectivamente. En la miel, no se detectd la presencia de glifosato y la mezcla;
mientras que en la miel del grupo control, se identificd la presencia de malatidn; sugiriendo
una posible contaminacion cruzada entre las colmenas. Adicionalmente, también se
observé que las abejas que se expusieron a malatién presentaron un sesgo conductual

diferente al grupo control.



ABSTRACT

Rapid population growth has led to the evolution of agriculture to guarantee the supply of
food to the population. However, to achieve this objective, the use of chemical compounds
that help ensure the quality of the harvest has increased, thus, organophosphate pesticides
and herbicides such as glyphosate are widely used in agriculture to improve the productivity
and quality of crops. Unfortunately, these compounds are also a major cause of the serious
pollution problems we currently face, as their excessive use has threatened multiple
pollinators, including bees. These insects commonly feed on various species of flowers, but
when they come into contact with crops or weeds that have been treated with pesticides,
their population is reduced as a result of indirect and involuntary exposure. During their
detoxification process, bees generate reactive oxygen species, a mechanism that alters the
homeostatic balance and decreases the protective response against pathogens, such as
antimicrobial peptides, which are one of the first lines of defense of the immune system, as
well as the activity of enzymes that help eliminate oxidative species, such as catalase.
Therefore, in the present work, it was evaluated whether exposure to malathion and
glyphosate can affect the activity of catalase (CAT) and the expression of the antimicrobial
peptides, defensin 1 (DEF1), defensin 2 (DEF2) in an in vivo exposure.

Briefly, Apis mellifera hives were used to which sublethal doses of malathion (9 pg/L) and
glyphosate (1 pg/L) were administered individually and in a mixture (1:1 Malathion:
Glyphosate) through food. for 29 days; Every 5 days, bees from each of the groups were
collected to evaluate CAT activity and gene expression of DEF1 and DEF2 in intestine by PCR.
Likewise, at the end of the experiment, a honey sample was taken from each hive to
determine if the corresponding pesticide was found. The behavior of the bees was
documented throughout the experiment.

The results show that catalase activity was similar between the various exposure groups
compared to the control group. However, DEF1 expression was increased early (D5) in
response to the mixture; Interestingly, DEF2 increased late (D20) in the groups exposed to
glyphosate and mixture. In addition to the above, no correlation was found between CAT

activity and the expression of DEF1 and DEF2, respectively. In honey, the presence of

3



glyphosate and the mixture was not detected; while in the honey of the control group, the
presence of malathion was identified; suggesting possible cross contamination between
hives. Additionally, it was also observed that the bees that were exposed to malathion

presented a different behavioral bias than the control group.



1. INTRODUCCION

Las abejas, son responsables de la reproduccion exitosa de mas del 87% de las especies de
plantas con flores; por lo tanto, son vitales para la salud de los ecosistemas y los servicios
agricolas en todo el mundo (1). Sin embargo, como consecuencia del dafio ambiental, en
los uUltimos afos han experimentado una disminucién en su poblacién y en su diversidad, lo
que implica devastadores efectos. Esta pérdida de insectos polinizadores genera
preocupaciones sobre una posible crisis mundial para el sector agroalimentario (2). Al
respecto, se han reportado diversos impactos devastadores que afectan directamente a las
abejas domésticas como silvestre; entre ellos se encuentra, la pérdida de habitat, Ia
prevalencia de patdgenos, la presencia de especies invasoras y el cambio climatico (3). El
uso de plaguicidas influye de manera directa en los polinizadores, asi como por la

disminucion de la diversidad de su recurso alimenticio (4).

Diversos estudios, como el realizado por Ruiz y Cols. en el 2018, han evidenciado la
presencia de diversos plaguicidas, entre ellos 15 compuestos organoclorados en miel y/o
productos derivados de la misma (5). Otros estudios han detectado la presencia de
plaguicidas en las abejas adultas, asi como en las larvas de abejas (6). En la figura 1 se

muestra algunas de las vias de exposicidn de las abejas.
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FIGURA 1. EXPOSICION DE ABEJAS A LOS PLAGUICIDAS. (7)




2. ANTECEDENTES

2.1 Abejas meliferas

Poseen caracteristicas distintivas entre razas, el desarrollo varia entre 18.5 a 21 dias, estos
insectos son susceptibles a depredadores, ruidos, calor intenso, escasez de agua o alimento,
por lo que emigran. Las abejas viajan en busca de alimento donde se recolecta néctar,
polen, agua y resinas de los arboles, realizando varios vuelos por dia, a esta recoleccidn se

le lama pecoreo (8).

Las abejas tienen la capacidad de detectar y remover crias muertas o enfermas del interior
de las celdas de un panal, cortando asi ciclos de enfermedades. También remueven acaros

de su cuerpo usando sus patas y mandibulas (9).

2.1.1 Anatomia y fisiologia de Apis mellifera

El cuerpo de las abejas comienza por una cabeza unida al térax a través de un cuello
flexible, seguido por el abdomen. El térax y el abdomen estan conformados por 4
segmentos: protdrax, mesotdrax, metatdoraxy el propodeo (10). A continuacion, se describe

con detalle cada elemento que conforma el cuerpo de la abeja.

Cabeza: Se encuentra los ojos, organos sensoriales (antenas), y aparato bucal (10),
conformado de mandibulas, maxilas y labio. Los maxilares y labio forman la probdscide,
drgano que facilita la alimentacion con liquidos (8).

Los ojos son de dos tipos, comenzando por los ojos simples también denominados
ocelos, los cuales estan situados en la parte superior de la cabeza formando un
triangulo rectangulo; mientras el otro tipo de ojos, son conocidos como ojos
compuestos formados por omatidios que son pequefias unidades de visién, a modo de

prismas hexagonales (Figura 2) (10, 11).



1.—Ocelos
2.—0jo compuesto
3.—Antena
4.—Labio superior
5~Mandibula
6.—Palpo maxilar
7—Maxila
8.—Palpo labial
9.—Labio inferior
10.—Cucharilla

FIGURA 2. ANATOMIA DE LA CABEZA DE UNA ABEJA, (10)

Torax: En esta seccidn se insertan 3 pares de patas y dos pares de alas. En su interior se
encuentran las glandulas postmaxilares, importantes en la formacion de la miel. Las patas
estan adaptadas para recoleccion, cepillado y transporte de polen, con los que se les llama

“cestillos” (10).

Abdomen: Formado por 7 segmentos, en su interior se encuentra parte del sistema
digestivo, asi como el buche, siendo este importante en la formacidn de miel. Se localizan
cuatro pares de glandulas cereras, encargadas de elaborar materia prima para la
construccion de panal. También glandulas de Nasanoff, las cuales son productoras de
feromonas de alarma, que son secretadas cuando se sienten en peligro para poner en alerta
el panal. Al final del abdomen se encuentra el aparato defensivo; las obreras y las reinas lo
poseen y se encuentra ausente en los zanganos. Cuando es picada una persona la abeja
muere ya que, al ser clavado el aguijon, se desprende parte del abdomen, las reinas nunca
0 muy rara vez pican ya que de alguna manera saben que de ellas depende la supervivencia

de la colmena (10, 11).

Aparato digestivo. Constituido de boca, faringe, eséfago, este es un tubo delgado a través
de la cabeza y hasta el térax donde la parte anterior del abdomen se dilata y se forma el
buche, donde la abeja almacena el néctar recolectado de las flores. El buche termina en la

valvula ventricular, la abeja deja pasar el néctar hasta el estémago y el resto de la miel



contenida en el buche es regurgitada en la colmena para su almacenamiento (Figura 3) (10,

11).

La comida de la abeja se dirige al estdmago, a continuacién, hay un estrechamiento que da
lugar al intestino delgado que desemboca en los tubos de Malpighio que cumplen funcién

similar a los rifiones y por ultimo se encuentra el recto (10).

1.—Faringe

2.~—Giandulas farinfeas
3—Glandulas postcerebrales
4.—Eséfago

5—Buche o bolsa de la miel
6.—Proventriculo
7—Ventriculo

8—Recto

9—Gléandula rectal
10.—Intestino delgado
11.—Tubos de Malpighi
12.—Glandulas salvares toracicas
13—Conducto

FIGURA 3. ANATOMIA DEL SISTEMA DIGESTIVO DE A. MELLIFERA, (10)

Sistema circulatorio: La sangre de abejas se denomina hemolinfa, es liquida incolora, no
coagulable, sin glébulos rojos y alto contenido en magnesio (figura 4). Formada por un tubo
dorsal, que recorre todo el cuerpo del insecto, posee una aorta y un corazoén, el cual impulsa
la sangre para circular. La funcion de este es el transporte de nutrientes y sustancias de

desecho (10, 12).



Aorta

Corazén

Cerebro

\I* Vesicula de la antena

FIGURA 4. SISTEMA CIRCULATORIO DE A. MELLIFERA, (12)

2.1.2 Formacion de miel por Apis mellifera.

La miel es formada a través del néctar, inicia cuando la abeja liba el néctar de las flores y lo
almacena en su buche, agregando invertasa, la cual desdobla la sacarosa en azlcares
simples como la glucosa y fructosa. Las abejas forrajeras transportan el néctar y lo entregan
a las abejas obreras, estas lo depositan en celdas vacias, aqui se ventila el panal con el
movimiento de sus alas, con la finalidad de pérdida de agua, hasta que tenga la consistencia

y humedad adecuadas, menos del 20% (13).

Para la formacion de la miel las abejas se ayudan de diferentes glandulas como la glandula
hipofaringea, esta glandula esta en pleno funcionamiento en las 2 primeras semanas de
vida en las abejas obreras, segrega la jalea real que es utilizada para alimentar a las larvas
jévenes en sus primeros 3 dias de vida y para las larvas reales durante toda su vida. Las
glandulas salivares segregan saliva que se usa principalmente en el desdoblamiento de los

azucares del néctar para formar miel (13, 14).

Las proteinas encontradas en la miel son secretadas por las abejas y se cree que la actividad
antimicrobiana previene del deterioro microbiano de la miel. El contenido varia segun la

region y condiciones ambientales (15).

2.1.3 Composicion quimica de miel de Apis mellifera.

Es importante resaltar que la miel muestra variaciones en su composicién dependiendo de

la regidn de procedencia. Esto por diversos factores ambientales, especies florales de donde
9



se recolecta el néctar y azucares contenidos en este (11, 16). Compuesta principalmente
por azucares, predominando glucosa y fructosa, ademas de contener proteinas,
aminodacidos, enzimas, acidos orgdnicos, cenizas, polen y otras sustancias. Los aminoacidos
observados en miel son: prolina, fenilalanina, acido glutamico, acido aspdrtico, leucina,
valina, isoleucina, alanina, arginina, cistina, glicina, histidina, lisina, metionina, serina,

tirosina, treonina y triptéfano (17).

El contenido de agua es muy importante, la miel madura tiene un contenido de humedad
promedio de 18.5%, un nivel mas alto es susceptible a fermentar, ademas, el contenido de
agua en la miel influye en viscosidad, peso especifico y color. Después de la extraccion de la
miel de la colmena, su contenido de humedad cambia dependiendo de las condiciones de

almacenamiento (17, 18).

Las enzimas son afadidas principalmente por las abejas, una de las enzimas mas
importantes de la miel es la a-glucosidasa, responsable de muchos cambios que ocurren en
la miel, convirtiendo el disacdrido sacarosa en fructosa y glucosa. Se han encontrado
azucares adicionales, los cuales se describen en la tabla 1. Otras enzimas son la glucosa
oxidasa, responsable de la propiedad antibacteriana de la miel, la catalasa que convierte el
perdxido de hidrégeno a oxigeno y agua, la fosfatasa acida, degrada el almiddn, la diastasa

gue convierte la maltosa en glucosa (18).

TABLA 1. PRINCIPALES AZUCARES PRESENTES EN LA MIEL DE A. MELLIFERA, (18).

Monosacdridos  Disacaridos Trisacdridos Sacdridos
complejos

Fructosa Gentibiosa Centosa Isomaltopentosa
Glucosa Isomaltosa Eriosa Isomaltotetraosa

Maltosa Isomaltotriosa

Maltulosa Isopanosa

Nigerosa Laminaritriosa

Palatinosa Maltotriosa

Sacarosa Melezitosa

10



Turalosa Panosa

En los ultimos afios se ha presentado un grave problema para los apicultores, agricultores y
poblacién en general, el colapso de las colonias de abejas, el cual es provocado por la
disminucion del nimero de abejas y se debe a diversos factores, entre los mds destacados
son las infecciones por patégenos, la pérdida de habitat, presencia de especies invasoras,

el cambio climdtico y el uso de agroquimicos, como los plaguicidas y herbicidas (3, 4).

2.2 Plaguicidas

Los plaguicidas incluyen diferentes compuestos quimicos, que tienen distintas estructuras,
asi como mecanismos de accidn especificos, que permiten mitigar las plagas objetivo o bien

para prevenir posibles afecciones por organismos que afecten al cultivo (19).

Existe evidencia del uso de plaguicidas desde antes de Cristo, cuando se usaba azufre
elemental para controlar las plagas, hoy en dia se usa en vifiedos de uva. Con el avance del
tiempo, se comenzaron a utilizar metales toxicos, como el arsénico. Asi mismo, se han usado
diversos plaguicidas que se extraen de productos naturales, pero desde finales del siglo XIX,
y principios del siglo XX, se han identificado y sintetizado compuestos organoclorados con

propiedades insecticidas (20).

2.2.1 Clasificacion de los plaguicidas

Existen diferentes formas de clasificar a los plaguicidas, segun su toxicidad, su vida media
efectiva, su uso y por ultimo, la de mayor interés sanitario, por la familia quimica. Donde se
encuentran organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrinas y otros compuestos

visibles en tabla 2 (21, 22).
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TABLA 2. CLASIFICACION DE PLAGUICIDAS SEGUN FAMILIA QUIMICA (21, 22).

Familia Quimica

Caracteristica

Organoclorados
Organofosforados

Carbamatos

Piretrinas

Otros compuestos

Se usan como insecticidas y herbicidas.
Insecticidas, toxicidad selectiva.

Insecticidas domésticos y agricolas, herbicidas
y fungicidas.
Después de los organoclorados, son los menos

utilizados. Insecticida.

Compuestos orgdnicos e  inorgdnicos,

plaguicidas, herbicidas.

2.2.2 Organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OP), esteres del acido fosférico, son compuestos

organicos que contienen un fosforo en su estructura (23). Su mecanismo de accién es a

través de la inhibicion de la enzima acetil colinesterasa.

Uno de los organofosforados de gran uso es el malation, el cual tiene dos azufres unidos al

fosforo (24). Se muestran la estructura de Malatién en la figura 5.

FIGURA 5. ESTRUCTURA DEL MALATION, (22)
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2.2.2.1 Malation

El malation tiene peso molecular de 330.4 g/mol, es un liquido incoloro o ligeramente
marrdn oscuro a amarillo, tiene un olor leve a mercaptano, posee un punto de ebullicion
156-157°C a 0.7 a 760 mm/Hg, punto de fusion 3.85°C y un punto de inflamacién 235°F, su
solubilidad es de 143 mg/L a 20°C y tiene una densidad de 1.20076 g/cm3 (25).

El malatidon es cominmente usado en cosechas y jardines, asi como para tratar pediculosis
en seres humanos y pulgas en animales domésticos, se usa también para matar mosquitos
y moscas de la fruta en extensas dreas libres. Las dosis adecuadas de uso y recomendadas
son de 150mL/100L de agua; con dos aplicaciones en intervalos de 11 o 7 dias, este OP,

presenta una degradacion rapida (26).

2.2.2.2 Normatividad sobre uso del malation

A nivel internacional, los plaguicidas son evaluados por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacién para la Agricultura y la alimentacién (FAQ), estas organizaciones
desarrollan especificaciones para permitir que los productos de alta y mala calidad sean
diferenciados. Ademas, se obtienen datos que permiten generar estandares internacionales
los cuales se obtienen por investigacion, desarrollo, comercializacidn y el uso responsable

de los plaguicidas (27).

En México, las autoridades encargadas de evaluar los productos son la COFEPRIS, SAGARPA
y la SEMARNAT, las cuales realizan estrictas evaluaciones antes de emitir un registro
sanitario. A continuacién, se enlistan algunos de los documentos que norman el uso,

etiquetado y control de plaguicidas en nuestro pais:
1. Manual para el buen uso y manejo de plaguicidas en campo.

2. NOM-232-SSA1-2009, Plaguicidas: que establece los requisitos del envase, embalaje y
etiquetado de productos grado técnico y para uso agricola, forestal, pecuario, jardineria,

urbano, industrial y doméstico (28).
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3. NOM-256-SSA1-2012, Condiciones sanitarias que deben cumplir los establecimientos y

personal dedicados a los servicios urbanos de control de plagas mediante plaguicidas (29).

4. NOM-045-SSA1-1993, Plaguicidas. Productos para uso agricola, forestal, pecuario, de

jardineria, urbano e industrial. Etiquetado (30).
5. NOM-046-SSA1-1993, Plaguicidas-productos para uso doméstico-etiquetado (31).

6. NOM-004-SAG/GAN-2018, Produccién de miel y especificaciones (32).

2.2.2.3 Efectos en la salud en humanos a causa de organofosforados.

Existen diversos estudios sobre la alta toxicidad de estos compuestos en la salud humana,
Gangemi, en un estudio de revisién, recopild informacion en donde se muestra que la
exposicidén a este grupo de plaguicidas predispone a la evolucion de enfermedades como
cancer, diabetes, enfermedades cardio vasculares entre otras. Incluso, se encontrd que a
través de accion en el sistema inmunoldégico provoca complicaciones en enfermedades

como Parkinson (19, 33).

Los OP presentan neurotoxicidad, al tener exposicidn accidental o deliberada a altas dosis,
resultando en un problema realmente preocupante sobre todo en los paises en vias de

desarrollo, donde las regulaciones no son adecuadas y/o claras (33, 34).

La neurotoxicidad esta mediada por la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AchE),
esta enzima inactiva el neurotransmisor acetilcolina, temporalmente o de manera
indefinida (20), provocando de esta manera una acumulacién masiva de acetilcolina,
resultando en una estimulacidon colinérgica excesiva, lo que lleva a deterioro en las
funciones fisioldgicas, como presién arterial, ritmo cardiaco y contraccién muscular y por

ultimo puede provocar la muerte (34).
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2.2.3 Glifosato

Es un herbicida de amplio espectro, no selectivo que inhibe la via del shikimato, via
involucrada en la sintesis de los aminoacidos aromaticos: triptéfano, tirosina, fenilalanina,
vitales para el crecimiento de las plantas. La via del shikimato estd presente en algunas
bacterias, algas y hongos, pero no en mamiferos, aves o peces (20), por esta razon se
declaré en un inicio como material no téxico para el humano, fue hasta principios de los

afios 2000s cuando se empezaron a observar efectos en humanos en la exposicién crénica.

En la figura 6, se muestra la estructura del glifosato, se forma de una fraccidn de glicina y

un grupo aminofosfato (35).

FIGURA 6. ESTRUCTURA QUIMICA DEL GLIFOSATO, (35)

Fue sintetizado en 1970 y la patente fue adquirida por Montsanto, con la finalidad de uso
agricola, distribuyéndolo con el nombre de Roundup desde 1974 (36). Este compuesto
también constituye una de las causas mas importantes de contaminacién mundial, pues la
agricultura masiva obliga a su uso para evitar el crecimiento de hierba no deseada, sin
embargo, debido a que suelen desarrollar resistencia a este herbicida, se usa cada vez mas

en cantidades mayores (37).

Se han encontrado residuos del glifosato en plantas, suelo y aguas, la literatura indica que

su concentracion varia de acuerdo con la matriz (38).
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2.2.3.1 Efectos en la salud en humanos a causa de glifosato.

El glifosato tiene la capacidad de trasladarse de la raiz al suelo, incrementando su
persistencia en suelos, a los que se le aplicd previamente el herbicida (38). El acido
aminometilfosfénico, (AMPA), producto principal de degradacién del glifosato, puede
persistir mdas de un afio en suelos con elevado contenido de arcilla, en suelo arenoso puede

lavarse con facilidad, alterando la calidad del agua, (38-40).

La OMS, en el 2015, lo clasificé como probable carcinogénico en humanos. Se han reportado
asi mismos efectos reproductivos adversos en ratas Wistar, con disminucién en el nimero
de espermatozoides durante la etapa adulta, ademds de aumento en espermatozoides
anormales y disminucion de testosterona sérica (39). En los humanos, se ha reportado una
correlacién entre el uso de los glifosatos y distintas formas de cancer, dafio renal, afecciones

mentales como autismo, Alzheimer y enfermedad de Parkinson (38, 39).

2.2.3.2 Normatividad sobre uso de glifosato

En México se ha generado una controversia con respecto al uso del glifosato, al considerarlo
la Agencia Internacional de Investigacidn contra el Cancer como carcinégeno tipo 2A (24),
por lo que han emitido comunicados en relaciéon a su disminuciéon progresiva y su
prohibicion a partir del 2024, de hecho, la COFEPRIS NOM-232-SSA1-2009 lo reclasifica

como sustancia peligrosa, cuya toxicidad varia de acuerdo a su concentracion (28).
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3. MARCO TEORICO

3.1 Exposicion de abejas a plaguicidas

Son muchos los agentes que han influido a la disminucidn de la poblacion de abejas, asi
tenemos las infecciones por hongos, virus, parasitos, el cambio climatico, los plaguicidas.
Exposiciones a estos ultimos compuestos tienen una respuesta muy particular, pues se ha
reportado que las dosis altas se relacionan con alta mortalidad, dosis medias no tienen
efectos letales notorios, sin embargo, a dosis subletales también hay un incremento en la
mortalidad (41). Esta toxicidad esta relacionada con diferentes efectos bioldgicos
importantes para su viabilidad (42), como alteraciones en el comportamiento, como es en
sus hdabitos de recoleccién de alimento, en el proceso de aprendizaje y memoria, en la

fertilidad de la reina y del zangano (41).

Otro de los puntos de respuesta final para evaluar son los mecanismos de detoxificacion,
pues a pesar de que las abejas poseen una capacidad alta para eliminar los xenobiéticos, en
comparacion con otros insectos, la exposicion a plaguicidas en conjunto con otros factores,
como infecciones por acaros, hongos, virus, aumenta el estrés oxidativo, disminuye las vias
de detoxificacién, socava la inmunidad, Figura 7 (3, 4, 43, 44); lo que incrementa la
mortalidad y por ende, el colapso de colonias de abejas (4, 45). Los plaguicidas interfieren
con la neurofisiologia de los insectos y otros pueden afectar su desarrollo, la longevidad de
los adultos, su respuesta inmune y su fecundidad (33). Actualmente se recomienda que su
uso disminuya, con la finalidad que se minimice la posible pérdida de su poblacién y

contaminacién de la miel (4, 45-47)
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3.2 Mecanismo de detoxificacion de los plaguicidas por la abeja.

La principal via de exposicion de las abejas a los diferentes xenobidticos es oral, a través de
la alimentacidn, a pesar de que no los detectan facilmente, por tener una baja expresién de
receptores gustativos, han desarrollado otros mecanismos para evadirlos. Al entrar un
xenobidtico a la abeja, se generan diferentes efectos toxicos, los cuales dependen de
diferentes factores, como la etapa de la vida, estacién del afio, temperatura, estilo de
alimentacion y la exposicidn recurrente a xenobidticos. Adicionalmente, las abejas pueden
estar expuestas a los plaguicidas por contacto directo durante la aplicaciéon o con los
residuos que quedan en superficie de plantas, que ingieren en néctar y polen recolectado

(47, 48).

Las enzimas almacenadas en la miel y en el polen favorecen la actividad desintoxicante, lo
gue ayuda a la tolerancia a los xenobidticos. Los efectos que se observan durante la

exposicidon a diferentes compuestos puede ser el resultado de diversas interacciones que
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generan interacciones sinérgicas o antagonicas, asi como inhibiciéon o induccién de las

enzimas de detoxificacidn, lo que repercute en aumento o disminucién de la toxicidad (47).

A pesar de tener menos genes desintoxicantes que otros insectos, las abejas tienen una
gran capacidad de tolerar xenobidticos, como los plaguicidas. En los procesos de
detoxificacion participan diferentes enzimas, las cuales podemos resumir su accién en tres
fases (45). La fase 1 es llamada funcionalizacion, donde el xenobidtico se altera
estructuralmente por las monooxigenasas del citocromo P450 y carboxilesterasas, a través
de reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, los xenobidticos se transforman en
productos mas reactivos. La fase 2, que se trata de reacciones de conjugacién con la
Glutation S-transferasas, donde la funcién es la conjugacién de los productos de la fase 1,
los solubiliza y transporta (figura 8). En la fase 3: de transporte, implica la accién de
excrecion de los xenobidticos de la célula. Las proteinas involucradas son proteinas de

resistencia a multiples drogas y transportadores de casete de unién a ATP (49, 50)(44, 45).

Fase 1 : Fase 2 .
Plaguicida lipofilico > Me;?m;itﬁcgas . Me;?l?;mo
g Oxidasas J  Transferasas
Reductasas (GSH-transferasa)
Hidrolasas

\  J
l Excrecin ' ‘ Excrecion '

FIGURA 8. ViA GENERAL DE DETOXIFICACION DE XENOBIOTICOS, (45, 49).

Uno de los resultados de las reacciones del citocromo P450 es la generacidén de especies
reactivas de oxigeno, como anidn super oxido, perdoxido de hidrogeno y un radical libre

sustrato, que se une con radical hidrégeno y genera un producto hidroxilado (49, 50).

En la figura anterior se muestra la via general de desintoxicacion. También existen

principales reacciones metabdlicas especificas (Tabla 3).
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TABLA 3. REACCIONES METABOLICAS DE DETOXIFICACION, (45).

Oxidativo No oxidativo

Desalquilacion: Hidrélisis de éster carboxilico, amidas, triéster

_— . fosfdrico, carbamatos.
O-alquilhidroxilacién, ’

N-alquilhidroxilacion, Reduccién de grupo nitro

S-alquilhidroxilacidn. Hidratacion con epoxido

. ol Deshidrocloracion o  desalquilacion o
Hidroxilacién alifatica:
desarilacidn via glutation.
Epoxidacion

Hidroxilacién aromatica
Oxidacién de éster de organofosforados

Oxidacion de tioester

3.3 Estrés oxidativo en la abeja.

La respuesta de las abejas a xenobidticos, como los plaguicidas, implica una respuesta
compleja de detoxificacion, estrés oxidativo y metabolismo de nutrientes (45), lo que,
asociado a otros factores ambientales, aumenta el estrés oxidativo (51). Una de las especies
reactivas de oxigeno que se producen es el perdéxido de hidrégeno, que favorece la
produccién de otras especies oxidantes, sin embargo, para su eliminacién se produce la
catalasa, que es una enzima que degrada a esta molécula produciendo agua y oxigeno, que
se encuentra en peroxisomas y mitocondrias (52). Carvalho, 2013 reportd que, durante la
exposicidon de la abeja melifera a diferentes plaguicidas, la catalasa es altamente sensible a

la mayoria de ellos (53).

El uso desmedido de los plaguicidas a través de los afos ha favorecido que estos insectos
desarrollen diversos mecanismos de tolerancia, muchos de ellos debido a las variaciones
genéticas y seleccion de las mas resistentes. Por ejemplo, abejas mayores y mal alimentadas

fueron mds susceptibles a un conjunto de plaguicidas que abejas jovenes y bien nutridas;
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esto sugiere que la capacidad antioxidante se encuentra comprometida, disminuye

conforme la edad y la mala alimentacion (47).

Cuando el ecosistema de las abejas estd comprometido, se les somete a éstas a estrés
oxidativo, por ejemplo, el uso inadecuado de herbicidas limita la flora de la cual la abeja se
alimenta, comprometiendo la recoleccion de polen, esto implica que las abejas tengan que
realizar mayores recorridos de recoleccién, implicando un mayor gasto energético y de esa
manera, generando especies reactivas de oxigeno con la consecuente reduccién en el

tiempo de vida (45, 47).

En un estudio realizado por Li Z et al, 2020, donde expuso larvas de abejas a plaguicidas a
través del alimento, se observé una actividad a la baja de las enzimas que participan en el
estrés oxidativo: la catalasa, el superdxido dismutasa (SOD) y Glutatién S transferasa (GST),

como se muestra en la figura 9 (54).
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FIGURA 9. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE A. MELLIFERA DURANTE LA EXPOSICION A PLAGUICIDAS,
(54).

Gregorc et al, 2018, evalud la expresion de genes que codifican a diferentes enzimas
antioxidantes, observando que a los 20 dias posteriores a la exposicién a diferentes
plaguicidas habia una regulacion a la baja de la expresién de genes que codifican para
catalasa, entre otras enzimas, siendo esta la que mostré una mayor actividad en figura 10

(55).
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FIGURA 10. EXPRESION GENETICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES DURANTE LA EXPOSICION A PLAGUICIDAS, (55).

3.4 Respuesta Inmune de las abejas ante plaguicidas.

Uno de los factores importantes para la supervivencia de la abeja de miel es una adecuada
respuesta inmunoldgica, cuyos factores humorales y celulares se ven alterados durante la
exposicidon a patdégenos como virus, parasitos, hongos. Se ha reportado que las condiciones
en el medio ambiente afectan potencialmente en la longevidad de las abejas (56). En cuanto
a la inmunologia de las abejas, se sabe que, como todos los insectos, su respuesta inmune
es innata, es decir, carecen de memoria inmunitaria y su especificidad es limitada (57).
Cuenta con diferentes tipos de respuesta, como la celular, en la cual células fagociticas,
llamadas hemocitos tienen un papel importante en fagocitosis, encapsulacidn y nodulacién
de los patégenos. Otra respuesta importante es la humoral, en donde a través del
reconocimiento de los patégenos por receptores se activan diferentes vias de sefializacion
gue conducen a la expresion de moléculas que favorecen la mielinizacion y de péptidos
antimicrobianos y enzimas (48). Adicionalmente, las abejas pueden presentar cambios de
comportamiento, como una mayor higiene, con la finalidad de eliminar patégenos, como

los acaros (Figura 11).
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FIGURA 11. ESQUEMATIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE A. MELLIFERA, ADAPTACION DE COLLISON, (48).

Dentro de los elementos claves en la respuesta inmune innata se encuentran los péptidos
antimicrobianos (PAM), que tras la exposicién a patégenos o bajo efecto estrés no

infeccioso aumentan la expresién de los PAM (44, 58).

En las abejas meliferas se han detectado varias formas de estas moléculas, dentro de ellas
tenemos las apidaceicinas 1a, 1b y 2, abacina, defensina 1, defensina 2 e himenoptaecina.
Las defensinas, sobre todo la defensina 1 se ha detectado en la miel y en |la jalea real (44).
Los PAM se expresan de manera diferente de acuerdo a la forma de abeja que conforma la

colonia, esto podria ser por la funcién y/o condiciones a las que esta se someten (59).
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La coexposicion a plaguicidas y a los agentes patdgenos genera un mayor efecto tdxico
sobre el insecto, como disminucion de la longevidad de las abejas e incremento de la

susceptibilidad a infecciones virales (47).

Chmiel, 2019, reportd que los neonicotinoides alteran la respuesta inmune en la mosca de
la fruta (60). O’Neal en el 2019 reporté que el clorotalonil, un funguicida usado en diferentes
cultivos como tomate, nueces, aumenta las infecciones virales en abejas meliferas (61), asi

como disminuye la respuesta antimicrobiana.

3.4.1 Expresion de péptidos antimicrobianos y estrés oxidativo frente a
plaguicidas.

Los xenobidticos pueden inducir la expresion de diferentes péptidos antimicrobianos, a
través de la interaccion con los receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s), como lo
son los receptores tipo Toll (TLR), a través de diferentes vias de sefializaciéon como JNK y
JAK/STAT. Se ha reportado que el glifosato es capaz de alterar la microbiota normal en el
intestino de la abeja, siendo esta una causa probable también de enfermedades que se
presentan en estos polinizadores, como lo son enfermedades ocasionadas por bacterias

patdgenas (62).

En abejas, el malatidn induce enzimas de citocromo P450 como el cyp9q2, que puede estar
involucradas con su metabolismo (63), esta fase genera la activacion de xenobidticos que
incluye generacion de una gran variedad de especies oxidantes. Asi mismo, se ha reportado
que la activacidn de los PRR’s induce una sobreexpresion de las especies oxidantes (64). De
esta manera, de los ROS tiene varias fuentes de generacidon, como lo son el metabolismo
normal, el metabolismo de los xenobidticos, en este caso los plaguicidas para su

detoxificacion y la induccién de los PRR’s.

Con la finalidad de eliminar estas especies oxidantes, se induce la expresidn y actividad de
la catalasa, la glutation peroxidasa, la superéxido dismutasa (65, 66). Como ya se menciond,
la generacion de especies reactivas de oxigeno, asi como los propios plaguicidas pueden

alterar directamente las vias de seializacién que afectan la produccidn de péptidos
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antimicrobianos y la actividad de la catalasa. Los biomarcadores son muy sensibles a la
exposicion a plaguicidas, dentro de estos tenemos las enzimas como catalasa y glutatién S
transferasa, los cuales pueden ser usados potencialmente para el biomonitoreo de dano

ambiental (67).
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3.5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La supervivencia de las abejas meliferas constantemente se observa amenazada por
diversos factores antropogénicos, aunados al desarrollo de la agricultura y la produccion
alimentaria. El uso de plaguicidas, con el objetivo de conseguir rentabilidad en los cultivos
que abastecen de alimento a la poblacion, se convierte en una constante amenaza a atender

a corto plazo, debido a sus impactos negativos en la salud humana y en los polinizadores.

El efecto de los plaguicidas sobre los polinizadores, como las abejas, es amplio y diverso. Al
respecto, de todos los sistemas que conforman a las abejas, el sistema inmune es el mas
vulnerable. En la literatura especializada, se ha reportado que el uso de plaguicidas de la
familia de los neonicotinoides induce en las abejas una baja tolerancia a las infecciones
virales, la cual puede estar asociada a una menor expresion de moléculas clave de la
respuesta inmune como los péptidos antimicrobianos (PAM) y un incremento de la
actividad de enzimas que se encargan de los procesos de detoxificacidon, como es el caso de
la catalasa. Existen pocos estudios que muestren el efecto de los plaguicidas sobre los PAM
en las abejas meliferas. Por tanto, en el presente trabajo, se dirige a investigar si el
plaguicida organofosforado, malatiéon y el herbicida glifosato condicionan el incremento de
la actividad de la catalasa y ésta se correlaciona directamente con la expresion de las

defensinas 1y 2, respectivamente.
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3.6 JUSTIFICACION

La abeja Apis mellifera posee sistemas que le permiten tolerar eficientemente los
xenobidticos a través de un proceso de detoxificacién y esta propiedad los ha colocado en
un lugar privilegiado evolutivamente, respecto a otros insectos polinizadores. La exposicion
de las abejas a los plaguicidas, inducen diferentes tipos de especies reactivas de oxigeno, ya
sea al ser metabolizados o al interaccionar con los receptores de reconocimiento de
patrones de la respuesta inmune innata, para contrarrestarlos se inducen diversas enzimas
antioxidantes como la catalasa, asi como los péptidos antimicrobianos (PAM), entre ellos la
defensina 1 (Defl) y la defensina 2 (Def2), que son moléculas en la primera linea de defensa
de estos invertebrados. Esta respuesta de protecciéon se puede ver alterada durante
situaciones de estrés, como la exposicidn a dosis subletales de plaguicidas; por esta razén
en este estudio se pretende valorar si la exposicion a los plaguicidas malation y glifosato
incrementan la actividad de la catalasa y ésta se correlaciona directamente con la expresion
de Defl y Def2. De esta manera, se pretende contribuir al conocimiento sobre el efecto de
la exposicion oral a dosis subletales de malatién 9 ug/L, glifosato (1 png/L) solosy en mezcla
durante una cinética corta, sobre una de las enzimas involucradas en la detoxificacion

(catalasa) y paralelamente sobre la expresion génica de Def 1y Def 2 en Apis mellifera.
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3.7. HIPOTESIS

El malation y el glifosato inducen un incremento en la actividad de la catalasa y se
correlaciona directamente con la expresién de los péptidos antimicrobianos, Defl y Def2

en Apis mellifera expuestas a concentraciones subletales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Valorar la exposicion oral a los plaguicidas malation y glifosato sobre la actividad de la

catalasa y correlacionar su actividad con la expresidon de Defl y Def2 en Apis mellifera

4.2. Objetivos especificos
1. Medir la actividad enzimatica de la catalasa en muestras de Apis mellifera de una colmena

expuesta a malatién, glifosato y en mezcla por una técnica espectrofotométrica.

2. Determinar la expresion de los genes que codifican para las defensinas 1y 2 en colmenas
de Apis mellifera expuestas a malatidn, glifosato y en mezcla por la técnica de RT-PCR en

tiempo real.

3. Correlacionar la actividad de la catalasa y la expresion de DEF1/DEF2 en colmenas de Apis

mellifera expuestas a malatién, glifosato y en mezcla

4. Determinar la presencia de malation y glifosato en la miel recolectada de las colmenas

de Apis mellifera al finalizar la exposicion por UPLC-MS.
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudio

Se realizd un estudio experimental, comparativo, de caracter exploratorio in vivo, para
evaluar la actividad de la catalasa y la expresion de Def1/Def2 en Apis mellifera al plaguicida

malatién y al herbicida glifosato.

5.2 Modelo in vivo.

La especie Apis mellifera es la mas utilizada en apicultura por ser la mds productiva y
domesticada. Al respecto, se contd con la participacion de la Asociacién Ganadera Local

Especializada en Apicultura (AGLEA) de Zacatecas.

5.3 Diseno experimental: exposicion a plaguicidas.

Se aislaron 4 grupos conformados por: 1. Control, 2. Malatién, 3. Glifosato 4. Mezcla 1:1
Malatién: Glifosato. Los grupos se separaron aproximadamente 5 metros de distancia para
su manejo. Se administraron concentraciones subletales en el alimento de las abejas, la cual
es una solucién de sacarosa al 50%. El malation (Marca: Malatién 1000 “Uso agricola”) se
administré a una concentracion de 9 ug/L, disuelto en sacarosa, la concentraccion usada es
menor a la dosis letal 50, publicado por Hardstone M, Scott J, en su investigacion (40). El
glifosato (Marca: Rival.) se disolvié también en la solucidn de sacarosa a una concentracion

al 1 ug/L, la cual es una dosis menor a la concentracién usada por Motta y col., 2020 (62).

La duracion del experimento fue de 29 dias y se realizaron muestreos a los dias 0, 5, 10, 20
y 29 dias. Al finalizar los 29 dias se tomd la miel que se produjo, figura 12 a diferencia de

otros estudios, en donde el muestreo se realizé semanalmente (62, 68).
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Dias
0 5 10 15 20 29
Inicio Muestreo de abejas Muestreo de miel Fin del
experimento y observacion experimento

FIGURA 12. DISENO EXPERIMENTAL DE EXPOSICION DE A. MELLIFERA AL MALATION Y AL GLIFOSATO, (43, 46, 69)

Se recolectaron aproximadamente 50 abejas de cada uno de los grupos experimentales,
para ello se conté con la asesoria de un apicultor con experiencia, quien instruyé en el
cuidado y manejo del modelo experimental. Posteriormente, los especimenes se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se transportaron al laboratorio y se
almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para la diseccidn de los intestinos; se descongelaron 3 especimenes por triplicado, se realizé
un corte en la parte inferior del térax y la parte superior del abdomen, posteriormente se
abrio el abdomen y se corté en direccién del aguijon al torax de la abeja, para la extraccion
y recoleccién del intestino. Se emplearon los intestinos debido a que es el
compartimento en donde se lleva a cabo la absorcion de los alimentos y de los xenobidticos,
siendo ademas el sitio donde se generan las primeras reacciones de detoxificacidn, por lo
gue es un lugar adecuado para la determinacién de la actividad de la catalasa y de los

péptidos antimicrobianos.

5.4 Determinacion de proteinas por el Método de Bradford.

Las proteinas se cuantificaron con el reactivo de Bradford (52, 53, 70), el cual se prepard de
la siguiente manera: se pesaron 10 mg de azul Coomasie G250, se afladieron 5 mL de etanol,
10 mL de 4cido fosférico y se aforé a 100 mL con agua tridestilada. Se prepard una curva de

calibracién como se indica en la tabla 4.
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TABLA 4. PREPARACION DE CURVA ESTANDAR DE MEDICION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
BRADFORD.

Concentracion de proteina (mg/mL)

Reactivo 0 1 2 3 4 5 6
Estdndar de albumina, 10 0 1 2 3 4 5 6
mg/mL (uL)

Agua (pL) 10 9 8 7 6 5 4
Reactivo de Bradford (pL) 200 200 200 200 200 200 200
Concentraciéon mg/mL 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.30

La curva mostré un comportamiento lineal hasta la concentracion de 0.25 mg/mL, por

lo

que el punto 6 se elimind. La linealidad de la curva valorada en tres dias diferentes fue de

0.9856, 0.9831 y 0.9869.

Los limites de detecciéon y cuantificacion del método fueron determinados con las

ecuaciones 2 y 3, fueron de 0.8236 mg/mLy de 2.7452 mg/mL, respectivamente.

LD = B+ 35D ..Ec1
LC = B+10SD ... Ec2

Donde LD es limite de deteccion, LC es limite de cuantificacion, B es el promedio de 10

blancos y SD es la desviacién estandar.

La exactitud valorada con el porcentaje de recuperacién, a partir de un control de

concentracién 2 mg/mL, con la ecuacion 4, fue de 93.51%.

R = XoPtenido , 100 .. Ec3

x esperado

El calculo de repetibilidad y reproducibilidad permite conocer la precisidn,
considerandose aceptable una desviacion estandar relativa (DER) menor al 3% en
repetibilidad y cercana al 5% para reproducibilidad (71). La repetibilidad se calculé

mediante 10 mediciones de un control de albumina, con el mismo analista, en el
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mismo dia, el cual fue del 1.02%. La reproducibilidad se evalué haciendo mediciones de
un control por 3 dias, mismo operador, por triplicado, obteniendo una

reproducibilidad del 2.02%.

5.5 Determinacion de la actividad de la catalasa en el intestino de la Apis

mellifera.

La cuantificacion de catalasa se realizd con el método de Aebi (1977), el cual consiste en
medir la desaparicion del H,0, en presencia de la enzima a 240 nm (72). Se prepard un
buffer de fosfatos a pH 7.4 (PBS) en el cual se triturd el tejido. Se hicieron diferentes
diluciones de la proteina en el PBS y se tomaron 500 pL del extracto diluido y se afiadieron
250 pL del H20,,al 1%. Se tomd la absorbancia inicial (A1) y se tomd la absorbancia después

de 30 segundos (A2).

Se determiné la tasa constante de reaccién de primer orden (k) de acuerdo con las

recomendaciones bibliograficas, con la siguiente ecuacién, donde t es el tiempo:

k =2.3/t(Log (5)) ..Ec4

5.6 Expresion de péptidos antimicrobianos por RT-PCR.

El intestino extraido se pesd y se triturd con 600 ul buffer de lisis por cada 30 mg de tejido,
determinado, se usé el RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Hilden, Germany), el cual utiliza columnas
de afinidad al RNA. Brevemente, el tejido, después de ser triturado y homogenizado se
centrifugd a 17,000 rpm por 2 minutos, se tomaron 600 uL del sobrenadante y se les afiadid
600 pL de etanol para insolubilizar el RNA, la mezcla se colocé en una columna de unién al
RNA, se centrifugd por 15 segundos a 8,000 gy se lavé con 500 uL de buffer RPE, incluido en
el kit; posteriormente, se centrifugd 15 segundos a 8,000 g, se realizaron otros dos lavados
con 500 uL de buffer RW1, también incluido en el kit, centrifugando en el primer lavado por
15 segundos y en el segundo por 2 minutos, ambos a 8,000 g; posteriormente, el RNA se
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eluyé en una columna con 50 uL de agua libre de RNAsas. La concentracién de RNA se
determindé midiendo la absorbancia a260 nm en un espectrofotémetro Nanodrop One/One
(Thermo Fisher, CA, USA), setoma la lectura a 280 para determinar la relacion 260/280, cuyo

valor debe de ser mayor a 2.0, lo que indica que no hay proteinas en la muestra.

Para la determinacién de los transcrito de las defensinas se requiere convertir el RNA a DNA
codificante, para lo cual se usd la reaccidn de transcripcion inversa, SuperScript Il
(Invitrogen, CA, USA) usando oligo dT (Invitrogen, CA, USA) como cebadores. Se prepard
una mezcla de reaccién que contiene 1 pL de oligo dT, 1 ug de RNA total, 1 uL de dNTPs 10
mM vy se ajustd a 10 pL con agua libre de RNAsa. Se calentdé a 65 °C por 5 minutos, se
agregaron 4 pl del buffer 5X para la reaccién y 2 L de ditiotreitol, incluidos en la enzima;
se calentd la mezcla a 42°C por 2 minutos y se agregd 1 uL de la enzima. Posterior a eso se
calentd por 10 minutos a 25°C, luego se subié la temperatura a 42°C por 50 minutos y se
termind la reaccién calentando por 10 minutos a 70°C. Se cuantificé el cDNA por
espectrofotometria.

La cuantificacidn de los transcritos Defensina 1 y Defensina 2 se realizé con SYBR Green
(63), agregando 400 nanogramos de cDNA a una mezcla que contiene 4 ulL dela enzima
(Mezcla maestra (2X) para gPCR Maxima SYBR Green/ROX, ThermoFisher Scientific,
Inc.), 2 uL de los cebadores uM (Tabla 5). Las secuencias que se utilizaron como
cebadores para la amplificacién de los genes evaluados se muestran enla tabla 5. Para

la amplificacién del cDNA, se activé la enzima calentando la mezcla a una temperatura

de 95°C por 10 minutos, posteriormente se realizaron 40 ciclos, que consistieron en
desnaturalizacion, 94°C por 15 segundos; alineacion, un minuto a 57.5°C vy
amplificacién, 30 segundos a 72°C, al finalizar los 40 ciclos se subié la temperatura por

un minuto a 95°C y se mantuvo la reaccién a 4°C. Para la cuantificacién relativa se
utilizd como gen constitutivo a la proteina ribosomal 18S y se utilizdo el método de
2-AACt (65, 66). El cual utiliza el Ct, que significa el ciclo enel cual la florescencia

alcanza el limite de deteccién del equipo.
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TABLA 5. SECUENCIAS DE LOS CEBADORES USADOS PARA LAS REACCIONES DE AMPLIFICACION.

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse Tamanfo
Defl 5’-tgcgctgctaactgtctcag-3’ 5’- acaaactcctttctcgcaatg-3’ 60 pb
Def2  5’-ggtaacgtgcgacgttttatc-3’ 5’-tagcgcaggctgaatgatta-3’ 65 pb
18S 5’-aaatgtcaaaacgtccagaaca-3’ 5’-tcgagcttcggattcattgt-3’ 65 pb

5.7 Determinacion de Malation y Glifosato en la miel.

La miel de abeja se obtuvo directamente del panal al finalizar el experimento para
verificar persistencia del plaguicida. Es importante mencionar que, la recolecta se
realizd con ayuda de un apicultor. La miel se exprimié o se colocd un panal enun
recipiente, enseguida se colocaron en una nevera con hielo, para su transporte al

laboratorio, se congelaron a -20 °C hasta la extraccion del malation y glifosato (5).

5.7.1 Extraccion del Malation y del Glifosato de la miel

Se pesd 1 gramo de miel en tubo, se agregaron 10 mL de acido acético al 0.5% en agua
ultrapura. Después se agitd vigorosamente durante 3 minutos en vortex, enseguida se
colocd en un bafio ultrasénico por 30 minutos a 50°C y se centrifugd por 4 minutos a

4000 rpm. El sobrenadante se almacend a -20°C hasta su andlisis (66).

5.7.2 Metodologia de UPLC-MS

Los estudios cromatograficos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia

Farmacéutica perteneciente al Centro de Biotecnologia Gendmica del Instituto
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Politécnico Nacional de Reynosa, Tamaulipas.

Primeramente, se tomé 1 ml de la muestra procesada como se describid
anteriormente, se filtré a través de filtro de jeringa acrodisc de nylon, 13 mm, 0.2 umy
se transfirié a un vial de vidrio. El analisis se llevé a cabo utilizando un equipo de
cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC-MS/MS) acoplado a un detector
de masas Watersb QDA® (Milford, MA, EEUU). Se utiliz6 una columna Acquity UPLC BEH
C18,1,7um, 2.1 x 100 nm. El equipo se usé en modo de iones positivos acondicionando
la columna a 40 °C y el automuestreador a 15 °C. La fase movil consistié en acido
férmico al 0.1% en agua ultrapura (fase A) y acetonitrilo (fase B). Se usé una elucién
isocratica de 30% de la fase Ay 70% de la fase B. El flujo fue de 0.3 mL/min y el volumen
de inyeccidon de 10 pl. Es importante mencionar que para la estandarizacién del
método se usd un control de Glifosato (Chem Service, EUA) y de Malatién

(ChemService, EUA).

5.8 Analisis estadistico.

Se usaron medidas de tendencia central y analizados con la prueba de bondad de ajuste

Shapiro Wilk para conocer su normalidad. Posteriormente, se realizé andlisisde varianza

(ANOVA) para la comparacion entre grupos seguido de un post-hoc Bonferroni.

Posteriormente, se realizd una correlacién de Spearman para estableceruna asociacién

entre la actividad de catalasa y la expresion de péptidos antimicrobianos en la Apis mellifera

con la exposicidn a malatidn y glifosato, respectivamente. El andlisis se realizd con los

paquetes estadisticos GraphPad Prism version 8.0, se consideraron diferencias

estadisticamente significativas con un valorde p <0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de los plaguicidas sobre el peso de los intestinos de abejas.

Los intestinos extraidos de cada uno de los grupos experimentales mostraron variacién
tanto en peso como en aspecto. En ese sentido, los intestinos de las abejas expuestas a
malatién mostraron bajo peso al finalizar el experimento en comparaciéon con el grupo
control (p = 0.01) como se observa en la figura 13. Interesantemente, la perdida de la masa

intestinal comenzé a partir del dia 15 de la exposicion a malation.
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FIGURA 13. EFECTO DEL MALATION Y EL GLIFOSATO EN EL PESO DE INTESTINOS DE A. MELLIFERA. SE HICIERON TRES
ENSAYOS INDEPENDIENTES POR TRIPLICADO A LOS 5, 10, 15, 20 Y 29 DiAS. SE REALIZO UN ANALISIS DE VARIANZA
(ANOVA) DE DOS FACTORES. ** p < 0.01.

6.2 Evaluacion de la actividad de la catalasa en el intestino de las abejas.

La actividad de la catalasa se reportd normalizandola con la cantidad de proteinas totales
presentes en el intestino. Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Bradford
(73), el cual se basa en la reaccion del Azul de Coomasie G250 con la proteina

(principalmente residuos de arginina), presentando un pico de absorcién maxima a 595 nm.
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Para la cuantificacidon de las proteinas por el método Bradford, se buscé la dilucion del
extracto intestinal 6ptimo, usando diluciones de 1:10, 1:20, 1:50, 1:100y 1:200 en PBS y el
extracto sin diluir. Se observo que la dilucion 1:10 fue la mas adecuada para la cuantificacién

de las proteinas.

Para la determinacién de la actividad de la catalasa, se determind la dilucién éptima del
extracto, se trabajaron diluciones de 1:20, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:500. Los resultados se
muestran en la figura 14, en donde se observa que la dilucién éptima de trabajo fue de

1:200, los ensayos se realizaron por triplicado.
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FIGURA 14. DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DEL EXTRACTO INTESTINAL PARA LA MEDICION DE LA
ACTIVIDAD DE CATALASA. KINDICA CONSTANTE DE VELOCIDAD. SE MUESTRAN LOS RESULTADOS DE TRES ENSAYOS,
CADA UNO REALIZADO POR TRIPLICADO.

Posteriormente, se determiné la actividad de catalasa en el intestino de las abejas tratadas
con el malation, el glifosato, la mezcla de ambos y en el control. En el grupo tratado con
malation hubo un incremento transitorio en la actividad de la catalasa a los 5 dias,
posteriormente disminuyé significativamente hasta los 20 dias. Con respecto al tratamiento

con la mezcla, a los 10 dias se observd un ligero decremento, pero después se reestablece
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a los dias 15, 20 y 29, pero no se tuvieron diferencias significativas. La actividad de la

catalasa en las abejas tratadas con glifosato y el control tuvieron un comportamiento similar

(figura 15).
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FIGURA 15. EFECTO DE LA EXPOSICION A GLIFOSATO Y MALATION EN LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA. SE MUESTRAN
RESULTADOS DE TRES ENSAYOS INDEPENDIENTES. K INDICA CONSTANTE DE VELOCIDAD. ANALISIS DE VARIANZA
(ANOVA) DE DOS FACTORES. SE CONSIDERO SIGNIFICANCIA ESTADISTICA *P < 0.05, P** < 0.01.

6.3 Efecto de los plaguicidas en la expresion de los péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son las moléculas de caracter inmune mas importantes en los
invertebrados, al respecto, su cuantificacidn resulta importante para dimensionar si su
expresion puede ser alterada por efecto de los plaguicidas antes mencionados; como se
observa en la figura 16, la defensina 1 (Defl) mostré un incremento a los 5 dias (D5) en el
grupo tratado con Malatidon, aunque no de manera significativa. Interesantemente, se

muestra un aumento significativo en la expresion de la Defl en el grupo de mezcla de
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manera temprana, es decir, también al 5to dia de tratamiento respecto al grupo control,
posteriormente, los niveles de expresién de la Defl se mantienen de manera similar en los

dias 10 (D10), 15 (D15) y 20 (D20), respectivamente.
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FIGURA 16. EXPRESION DE DEF1 DURANTE LA EXPOSICION A MALATION Y GLIFOSATO. SE HICIERON TRES ENSAYOS
INDEPENDIENTES. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE DOS FACTORES. SE CONSIDERO SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
*¥*¥%¥%p < 0.0001.

Por otro lado, al analizar la expresiéon de la defensina 2 (Def2) se observd, un
comportamiento inverso como el mostrado para Defl. En ese sentido, los niveles de Def2
se incrementaron de manera tardia aproximadamente al dia 20 de tratamiento (D20) en el
grupo expuesto a glifosato, malatién y en mezcla respecto al grupo control.
Interesantemente, el mayor aumento en la expresiéon de Def2 se observé en el grupo
expuesto a glifosato, pero al momento de estar en mezcla, no se observé la misma
magnitud. El grupo tratado con malatién también presentd un incremento al dia 20 pero

no es significativo., figura 17.
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FIGURA 17. EXPRESION DE DEF2 DURANTE LA EXPOSICION A PLAGUICIDAS. SE HICIERON TRES ENSAYOS
INDEPENDIENTES POR TRIPLICADO. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE DOS FACTORES. SE CONSIDERO SIGNIFICANCIA
ESTADISTICA CUANDO ***p < 0.001, ****p<0.0001.

6.4 Correlacion de la actividad de catalasa y la expresion de péptidos

antimicrobianos.

En la tabla 6, se muestra la correlacion entre la actividad de catalasa y la expresién de la
Defl y Def2 en cada exposicién, respectivamente. Se encontrd una asociacion altamente
positiva pero no de manera significativa en la expresién de Def 1 y catalasa en el grupo
tratado con la mezcla de los plaguicidas (r=0.9; p=0.0833). Sin embargo, esta correlacién no
pudo ser extrapolada para el caso de Def2, no hubo ninguna asociacidn significativa en los
grupos expuestos respecto a la actividad de la catalasa, sugiriendo que el incremento de la
catalasa no afecta la expresion de los péptidos antimicrobianos estudiados.
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TABLA 6. CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD DE CATALASA CONTRA EXPRESION RELATIVA DE
DEFENSINA 1Y DEFENSINA 2.

DEF 1 (FC)
Grupo Control Glifosato Malation Mezcla
R 0.6 0.3 0.7 0.9
p 0.35 0.6833 0.2333 0.0833
DEF 2 (FC)
Grupo Control Glifosato Malation Mezcla
R -0.2 -0.7 -0.1 0
p 0.7833 0.2333 0.95 >0.999

DEF 1: Defensina 1. DEF 2: Defensina 2. R: Coeficiente de correlacion de Sperman. p: Nivel de

significancia.

6.5 Observaciones del estudio en campo.

La ejecucion del disefio experimental antes mencionado se realizé en una localidad del
municipio de Ojocaliente, Zacatecas (Latitud: 22.5706, Longitud: -102.255
22° 34’ 14" Norte, 102° 15’ 18" Oeste) se contd con el apoyo y la asesoria de un apicultor
con experiencia que consistié en otorgar entrenamiento para el manejo y cuidado de las
colmenas. En ese sentido, de manera inicial, se aislaron las colmenas y se dejaron adaptar

durante 2 semanas antes de comenzar con la exposicién a los plaguicidas (figura 18).

Control Glifosato Malation Mezcla

FIGURA 18. EXPOSICION DE PLAGUICIDAS-COLMENAS. EN LA IMAGEN SE MUESTRA LA COLMENA IDENTIFICADA POR
CADA EXPOSICION.
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Los resultados muestran que al D5 del experimento, Unicamente 2 de las 4 colmenas
aisladas consumieron el alimento en su totalidad. Las colmenas control y la expuesta a
glifosato consumieron en su totalidad el alimento que se les colocd e interesantemente, las
expuestas a malation y a la mezcla, consumieron el alimento de manera parcial, lo que se
corrobord al observar el contenedor que lo contenia.

Adicionalmente, se observé a partir del dia 15 (D15) cambios en el comportamiento de las
abejas de la colmena expuesta a malatidn, ya que el sonido que emitieron era diferente. Al
respecto y de acuerdo con lo informado por el apicultor, este sonido era indicativo de
estrés, ademas se observé que estas abejas mostraron un caminar inestable, las alas
extendidas, asi como la emisién de un sonido diferente al que emitia la colmena control; al
llegar al D20 de la exposicion, se observé una gran mortalidad de abejas, observandose en
las abejas muertas afuera de la colmena, asi como una baja poblacién en la colmena, con
una gran cantidad de zdnganos.)Del mismo modo, es importante destacar que durante el
transcurso del experimento, se comenzo a notar una baja en la poblacién obrera pero un
aumento de zdnganos, al finalizar el experimento la colmena expuesta a malatién colapsg,

entendiendo de esta manera que fue un dafio devastador en esta colmena.

6.6 Determinacion de Malation y Glifosato en miel.

Las abejas expuestas a malatién murieron por lo que no se recolecté miel de esta colmena.
En el resto de las colmenas se extrajo en promedio 30 g de miel de cada una. Para la
determinacién de los plaguicidas en miel se utilizd un método estandarizado del Laboratorio
de Biotecnologia Farmacéutica del Centro de Biotecnologia Gendmica del IPN. Para ello, se
verificd que los plaguicidas se detecten en las condiciones estandarizadas en el laboratorio,
para lo cual se utilizaron los estdndares correspondientes. En el caso del malatién se
observé un pico a un tiempo de retencion de 1.64 min, que de acuerdo al espectro de masas
correspondid al malation (m/z 330.87) (figura 19). El Glifosato se observd a un tiempo de

retencion de 2.3 min, y su espectro correspondio al glifosato (171.05 m/z) (figura 20).
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FIGURA 19. DETECCION DE ESTANDAR DE MALATION ANALIZADO POR UPLC/MS. SE MUESTRA EL CROMATOGRAMA
Y EL ESPECTRO DE MASAS. VOLUMEN DE INYECCION: 10 pL, CONCENTRACION 3X10-3 uG/uL. TIEMPO DE RETENCION

1.647 MmINY PM 330.87G/MoOL.
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FIGURA 20. DETECCION ESTANDAR DE GLIFOSATO ANALIZADO POR UPLC/MS. SE MUESTRA EL CROMATOGRAMA Y
EL ESPECTRO DE MASAS. VOLUMEN DE INYECCION: 10 pL, CONCENTRACION: 3X10-4 pG/pL TIEMPO DE RETENCION:

2.307 MINY PM: 171.05 G/mOL.

Ya determinadas las condiciones de elucion de los plaguicidas por UPLC-MS se verifico la
capacidad de extraccién del plaguicida por adicion de concentraciones conocidas de
estandares de malation y glifosato, respectivamente, a muestras conocidas de miel libre de
estos compuestos. Obteniendo en ambos casos los picos en el cromatograma que coinciden
con el tiempo de retencidn determinado previamente y esto se corrobora con el espectro
de masas y de esta manera poder detectar la presencia de malatién y glifosato en las

muestras de miel (figura 21y 22, respectivamente).
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FIGURA 21. CROMATOGRAMA Y ESPECTRO DE MASAS DEL MALATION EN MIEL TIEMPO DE RETENCION 1.641 MIN Y
PM 331.24 G/mMoL. CONCENTRACION DE MALATION EN LA MUESTRA 1X10-5 pG/uL.
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FIGURA 22. CROMATOGRAMA Y ESPECTRO DE MASAS DEL GLIFOSATO EN MIEL ENRIQUECIDA CON GLIFOSATO.
TIEMPO DE RETENCION 2.173 MIN Y PM 171.41 G/MOL. CONCENTRACION DE GLIFOSATO EN LA MUESTRA 1x10-6

HG/uL.
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Posteriormente, ya que se comprobd que se puedan determinar los plaguicidas malation y
glifosato en las muestras de miel que se enriquecieron con éstos, se procedio a realizar el
analisis de estos en las muestras de miel provenientes de las colmenas experimentales de
cada tratamiento. Sorprendentemente, solo se encontré malatién en la colmena control, a
un tiempo de retencion de 1.641 min, en el espectro de masas se observd un pico molecular
de 331.24 g/mol (Figura 24A), que al compararse con el de la miel enriquecida con malation
tuvo un ligero desplazamiento en el tiempo de retencién, 1.787 min, sin embargo, el
espectro de masas indico la presencia de malation por la presencia del ién molecular en un
valor m/z de 331.25 g/mol. En la miel proveniente de la colmena tratada con glifosato, asi
como la correspondiente a la colmena del tratamiento mezcla glifosato/malatién no se
detectaron estos plaguicidas (figura 23). En el cromatograma que corresponde a la miel
procedente de la colmena tratada con glifosato se observé un pico a los 3.3 min, el cual no
corresponde al malatién (Figura 23B). En la muestra de miel correspondiente a la colmena
tratada con malatién se observd un pico a los 1.3 min correspondiente a un fragmento con

relacion m/z no atribuible a malatién.
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FIGURA 23. IDENTIFICACION DE MALATION EN MUESTRAS DE MIEL DE LAS COLMENAS EXPERIMENTALES. A: COLMENA

CONTROL B: COLMENA TRATADA CON GLIFOSATO. C: COLMENA TRATADA CON MALATION Y GLIFOSATO.
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FIGURA 24. DETECCION DE MALATION EN MIEL DE COLMENA CONTROL Y EN MIEL ENRIQUECIDA CON MALATION. A
CROMATOGRAMA Y EL ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MIEL ENRIQUECIDA. B CROMATOGRAMA Y

ESPECTRO DE MASAS DE COLMENA CONTROL.

Al comparar los espectros de masas de los picos encontrados en los cromatogramas de la
miel de la colmena control y de la miel enriquecida con el estdndar de malation, se observé
un pico molecular de 331.25 g/mol, lo que comprueba que es el mismo compuesto, ademas,

el patrén de fragmentacion es similar en ambos espectros (figura 24).
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FIGURA 25. IDENTIFICACION DE GLIFOSATO EN MUESTRAS DE MIEL DE LAS COLMENAS EXPERIMENTALES. A:
CROMATOGRAMA DE MIEL DE LA COLMENA CONTROL B: CROMATOGRAMA DE COLMENA DE MIEL TRATADA CON
GLIFOSATO. C: CROMATOGRAMA DE COLMENA TRATADA CON MALATION Y GLIFOSATO.
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Finalmente, se procedid a evaluar la presencia de glifosato en las muestras de miel de las
colmenas control, tratada con glifosato y con la mezcla de malatién/glifosato. En ninguna

se pudo detectar este herbicida (Figura 25).
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7. DISCUSION.

Las abejas meliferas son uno de los polinizadores mds importantes para agricultura. No
obstante, en los ultimos afos, el numero de colmenas que mueren o colapsan se ha
incrementado de manera alarmante. Existen distintos factores que pueden generar ese
colapso tales como las enfermedades, el cambio climatico, la deforestacion, la movilizacion

ilegal de colmenas y la contaminacion (74).

La contaminacion por plaguicidas ha despertado importante interés en evaluar los efectos
de estos en las abejas meliferas. El malation es un tipo de plaguicidas que se usan
ampliamente en la agricultura y prevencién de plagas, estos alteran la funcidn nerviosa del
insecto al inhibir la acetilcolinesterasa, enzima que elimina los neurotransmisores de

acetilcolina de la sinapsis (52, 62).

En el experimento se usé una concentracion de malation de 9 pg/L, lo que equivale a 0.045
ug/g con una poblacién promedio de 20,000 abejas, dosis que fue inferior a la LDs
reportada, que es de 4.19 ug/g (46), sin embargo, esta dosis generé mortandad absoluta al
dia 29 después de iniciar la exposicidon crénica. En el caso del glifosato, la dosis que se
empled también fue menor a las concentraciones encontradas en un estudio realizado por
Ruiz T, et al. 2014 (75), donde encontraron concentraciones de 0.05 ug/L en cuerpos de

agua cercanos a cultivos de soya en Tapachula, Chiapas, México.

Por otro lado, se observé una disminucion significativa en el peso de los intestinos de las
abejas expuestas a malatidn, lo cual podria estar relacionado con la disminucién en la
ingesta de alimento, que se ha relacionado también con el estado nutricional del insecto
(74). En nuestro estudio, las abejas tratadas con malatién, el peso disminuyd
significativamente a partir del dia 15, lo que sugiere un posible compromiso en la via
digestiva asociado con cambios en la microflora natural, asi como en la respuesta inmune
(74). En un estudio donde evaluaron que un estado nutricional de las abejas se puede medir
con base a su peso, se observd que las abejas mejor nutridas tenian un mayor peso, por lo

gue se encontraban fuertes para combatir cualquier amenaza, lo que asemeja los
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resultados obtenidos en este trabajo; ya que conforme se alimentaron a través de los dias
su peso fue en aumento, y la baja nutricién de la colmena tratada con malatiéon generd

disminucion de peso del intestino de abejas (76).

La detoxificacion, es realizada por enzimas del citocromo P450, asi como por enzimas de
fase Il, lo cual genera metabolitos hidrosolubles. Las enzimas del CYP450 estan
ampliamente distribuidas en los diferentes organismos y los insectos no son la excepcion,
tienen un papel importante en la detoxificacion de los xenobidticos, como los plaguicidas y
son inducidas o inhibidas por la interaccidon de xenobidticos y microorganismos a los cuales
puede estar expuesta la abeja (45, 49). Sin embargo, en las reacciones de detoxificacidn se
generan varios radicales libres, como el perdxido de hidrogeno, el cual es degradado por la
catalasa, a través de la dismutacidn del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno (74). Se
ha reportado que la actividad de la catalasa incrementa en abejas expuestas a glifosato (77),
sin embargo, en nuestros resultados, la actividad de la catalasa no se alterd, con respecto
al control, en las colmenas tratadas con glifosato y con la mezcla de plaguicidas, caso
contrario sucedio en la colmena tratada con malatién, en donde la actividad de la catalasa
se incrementd considerablemente a los 5 dias, pero disminuye considerablemente después.
En un estudio realizado por Tesovnik, 2020, se muestra que los patrones de expresién
génica de la catalasa cambian con respecto al tiempo, con una disminucidn significativa en
la expresion de genes relacionados con la detoxificacidon y la respuesta inmune (78) en
abejas expuestas a tiametoxan. Se ha reportado que los xenobidticos, como los plaguicidas
organofosforados generan varios mecanismos moleculares de resistencia, la cual puede ser
metabdlica, incrementando la expresidon de genes relacionados con el metabolismo, como
los del CYP450, o bien los de Fase Il, como lo es el glutatién S transferasa, o bien por una

tolerancia aloquimica (79).

Los plaguicidas y ROS pueden afectar receptores PRR, lo que lleva a alteraciones en vias de
sefializacion importantes para la generacion de genes del sistema inmune, tales como los
péptidos antimicrobianos como defensina 1 y 2 asi como alteraciones de enzimas

detoxificantes (64, 78). En nuestro estudio se observé una sobrexpresion de la Defl en los
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grupos de abejas tratadas con malatién y con la mezcla, siendo en este grupo donde se
observd un efecto mas notable a los 5, dias, con un decremento posterior notable en los
siguientes dias. La Def2 se incrementé notablemente al dia 20 en los grupos tratados con
glifosato y en el grupo tratado con la mezcla; en ambos PAM valorados por la expresion
génica, esto sugiere un efecto sinérgico entre los dos plaguicidas. También el
comportamiento es similar a lo encontrado por Yu L. et al. 2021 que encontraron aumento
de la expresidn de defensina 1 tras exponerse con a las abejas a un plaguicida piretroide,
aunque se sabe no es de la misma familia, se puede observar que la expresion de péptidos
antimicrobianos puede incrementarse ante la exposicion a los plaguicidas (80). En un
estudio realizado por Guo Y, et al. 2021, mostraron una alteracién en la expresién de genes
relacionados con la respuesta inmune y con la detoxificacidn, asi mismo con un incremento

en la mortalidad de las abejas expuestas al plaguicida flupiradifurona (81).

El incremento en la expresidon de los genes del sistema inmune durante la exposicion a
plaguicidas, como la flumetrina, correlacionan con un incremento en la diversidad vy
abundancia de la flora microbiana intestinal de la abeja (80), lo cual puede explicar los

resultados que se observaron en nuestro estudio.

En los diversos estudios que se han realizado en relacién con la exposicion intencional a
plaguicidas no se ha valorado la presencia de este en la miel, como lo realizamos nosotros
(82). En el caso de las colmenas contaminadas con glifosato y con la mezcla de glifosato y
malation no se detectd en la miel los plaguicidas evaluados, lo que podria explicarse por la
eficiente detoxificacion de las abejas, sin embargo, se requieren mas estudios, como lo son
la evaluacion de los genes que codifican para las enzimas detoxificantes, como CYP450 o
GST, asi como un estudio que permita identificar los metabolitos de estos plaguicidas en la
miel. En el caso de la colmena contaminada con malatién, no se recuperé miel, lo que es un
reflejo de la toxicidad que ejercid este plaguicida en la colmena. Sin embargo, en el caso de
la colmena control, se encontré malation, esto puede deberse a un probable pillaje de las
abejas control hacia la colmena de malatién, en la cual hubo colapso. Sin embargo, al no

estar expuestas de forma crénica a ningun plaguicida, no hubo induccién de enzimas
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detoxificantes, por lo que el plaguicida no fue metabolizado en su totalidad y fue depositado
en la miel. La medicién nuevamente de los genes que codifican para la detoxificacion sera

de gran interés para elucidar el mecanismo propuesto

Finalmente, diversos estudios han reportado incidentes de envenenamiento de abejas, esta
exposicién incidental puede provocar impactos negativos en el aprendizaje, memoria y
apetito de las abejas (74), se ha reportado que un mecanismo desarrollado por las abejas
para resistir la exposicidon de plaguicidas, es por cambios en el comportamiento, en su
morfologia o en su fisiologia. La resistencia por comportamiento consiste en un mecanismo
de proteccién, donde los insectos dejan de realizar actividades aprendidas en su
comunidad, pues el toxico les generd algun efecto negativo, asi pueden dejar de comer y
cambian su estilo de buscar alimento, entre otros (83). Nuestros resultados muestran que
las abejas expuestas a malatidon alteraron su comportamiento y consumieron menos
alimento, lo que sugiere que las abejas expuestas fueron capaces de identificar el plaguicida
gue causo efectos negativos, malatidn, disminuyendo la ingesta del alimento que se les
administré. Asi mismo, los movimientos atipicos en las abejas expuestas al plaguicida
malation, pueden ser causado por la inhibicion colinérgica, aumentando la contractibilidad
muscular (83). También se observé que las abejas expuestas a malation mantuvieron las
alas abiertas y un ruido atipico, en comparacién con la colmena control, que nos podria
indicar que las abejas probablemente sufrieron una sobre estimulacién nerviosa, al tener
inhibida la acetilcolinesterasa que resulta evidente por la manifestacién de sobre-aleteos
irregulares y como consecuencia un agotamiento que se refleja en la alta mortalidad de la

poblacién de estudio.
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8. CONCLUSIONES.

1. La actividad de la catalasa puede considerarse como un marcador
temprano a la exposicion al malation.

2. La defensina 2 se incrementa en respuesta a la exposicion de glifosato y
en mezcla, respectivamente, al dia 20 de exposicidn. Sin embargo, no
hubo correlacidon con la actividad de la catalasa.

3. El malatidon mostrd una alta letalidad evidenciado por el colapso total de

la colmena expuesta a este plaguicida.
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9. PERSPECTIVAS

Este estudio sienta las bases para la generacion de investigaciones posteriores a
través de la dilucidacion de los factores que contribuyeron al colapso de la colmena
tratada con malatidn, lo que puede estar relacionado con la susceptibilidad genética
entre las diferentes especies de Apis mellifera.

Valorar la actividad detoxificante de la Apis mellifera.

Realizar estudio de valoracidn de metabolitos de los plaguicidas.
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11. ANEXOS

11.1 Constancia de curso basico de inmunidad innata.
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JOSE MANUEL ESPINOZA DOMINGUEZ

Por haber completado con éxito el
3er. Curso en Linea de Inmunologia Basica

Realizado del 01 al 31 de agosto de 2021
Valor curricular: 96 horas tedricas

ﬁ Civdad de Aguascalientes a 31 de agosto de 2021 @

Dr. José Antonio Ericiso Moreno Dr. Julio Enrique Castaiieda D
PRESIDENTE SMI R

i’? ﬂ\ TUA

Dra. Eva Maria Salinas Miralles
Universidad Auténoma de Aguascalientes
ORGANIZADORA DEL CURSO
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11.2 Constancia de “lll Curso Internacional de Inmunidad Innata en Salud y

Enfermedades Infecciosas”.
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La Universidad Auténoma de Aguascalientes
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Aguascalientes, Ags., México, 1° de Octubre de 2021.
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11.3 Constancia de participacion en la XXI Reunion Internacional de

Ciencias Medica.

| .
Departamento de Ciencias Médicas, Divisién Ciencias de la Salud

. Universidad de Guanajuato, Campus Leén
XXI Reunion Internacional
de Ciencias Médicas

'EVENTO VIRTUAL 8-10 septiembre 2021

‘QQERSARIO

Constancia
KARLA IVON HERRERA GARCIA

POR SU PARTICIPACION CON EL TRABAJO LIBRE:
VALORACION DE LA RESPUESTA AL METROTEXATO EN PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

EN COAUTORIA CON:

ATHENEA NIEVES ARELLANO, FATIMA RAUDALES GARCIA, JOSE MANUEL
ESPINOZA DOMINGUEZ, ALEJANDRA GONZALEZ CARLOS, GUADALUPE JIMENA
MARTINEZ REYES, CYNTHIA BERENICE RANGEL SAUCEDO, JULIO RAMIREZ
BARRANCO, GRETEL MENDOZA ALMANZA, EDGAR LEON ESPARZA IBARRA,
IRMA E. GONZALEZ CURIEL, SUSANA GODINA GONZALEZ

o ()
DrA. Claudia Luévano Contreras  Dra. Lorena del Rocio Ibarra Reynoso

4 irector de Division de Director del Departamento de Coordinadora de la Maestria
en Ciencias Médicas Ciencias de la Salud Ciencias Médicas en Ciencias Médicas
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11.4 Constancia de participacion en XIl CONGRESO NACIONAL DE
TOXICOLOGIA.

Xl CONGRESO NACIONAL
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