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RESUMEN

La industria de los insecticidas ha desarrollado ingredientes activos mds seguros para las abejas como la flupiradifurona. Sin
embargo, investigaciones recientes proporcionan evidencia de los efectos negativos de esta y su posible influencia en el deterioro
de la salud de los polinizadores. Durante el experimento, abejas obreras de edades mixtas de A. mellifera fueron expuestas a una
dosis oral, tnica y subletal de flupiradifurona (645 ng/abeja) y se evaluaron solo durante el primer dia tras la exposicién a 0,5,
1, 3, 6 y 24 horas. Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR, siglas en inglés), se
cuantificé la alteracién de la expresién génica relativa ocasionada tras la exposicién a este insecticida. Un total de cinco genes
fueron cuantificados: tres genes antioxidantes primarios (Catalasa (CAT), Superdxido dismutasa (SOD1) y Tioredoxin dismutasa
(Trxr1), un gen de detoxificacién (Citocromo P450 9Q3 (CYP9Q3)) y un gen con actividad neuronal (Acetilcolinesterasa, AChET).
El gen enddgeno proteina ribosémica S18 (RPS18) permitié estimar la expresién génica relativa como la respuesta a la exposicién al
insecticida. El gen AChET fue sobreexpresado hasta las seis horas tras la exposicién; los restantes genes CYP9Q3, CAT, SOD1 y Trxr1
presentaron un comportamiento similar. En una dosis subletal y a intervalos de tiempo corto, la flupiradifurona causa alteracién en
la expresion relativa de cinco genes en individuos de abejas meliferas tras la exposicién oral, lo cual podria causar a largo plazo un
efecto adverso en la salud de las colmenas.

Palabras clave: agonistas del receptor nicotinico de acetilcolina; efecto subletal; estrés oxidativo; flupiradifurona; disminucién de

polinizadores.

ABSTRACT

The insecticide industry has developed more bee-safe active ingredients such as flupyradifurone. However, recent research
provides evidence of the negative effects of this and its possible influence on the deterioration of the health of pollinators. During
the experiment, mixed-age worker bees of A. mellifera were exposed to a single, sublethal oral dose of flupyradifurone (645 ng/
bee) and were assessed only for the first day after exposure to 0.5, 1, 3, 6, and 24 hours. Using reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-qPCR), the alteration in gene expression caused by exposure to this insecticide was quantified. A total of five
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genes were quantified: three primary antioxidant genes (Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD1) and Thioredoxin dismutase
(Trxr1), one detoxification gene (Cytochrome P450 9Q3 (CYP9Q3)) and one gene with neuronal activity (Acetylcholinesterase,
AChET1). The endogenous ribosomal protein S18 (RPS18) gene allowed the estimation of relative gene expression as the response
to insecticide exposure. The AChE1 gene was overexpressed up to six hours after exposure; the remaining CYP9Q3, CAT, SOD1,
and Trxr1 genes presented a similar behavior. At a sublethal dose and at short time intervals, flupyradifurone causes alteration in
the relative expression of five genes in individual honeybees after oral exposure, which could cause a long-term adverse effect on

hive health.

Keywords: nicotinic acetylcholine receptor agonist; sublethal effect; oxidative stress; flupyradifurone; pollinators decline.

INTRODUCCION

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) es una especie
polinizadora ecoldgica y econémicamente importante en
el mundo (Rand et al., 2015) que anualmente agrega $ 15
mil millones en servicios de polinizacién a la agricultura tan
solo en Norteamérica. No obstante, las continuas y altas
tasas de mortalidad de las colonias (colapso de colonias,
o Colony Collapse Disorder, CCD, por sus siglas en inglés)
amenazan las poblaciones necesarias para polinizar frutas,
nueces y otros cultivos (Calderone, 2012). En los dltimos
afios se han propiciado miiltiples estudios sobre los
factores que influyen en la disminucién de sus poblaciones
como la intensificacién de la agriculturay las enfermedades
propias de éstas (Diaz Meraz, 2015; Gonzdlez-Varo et al.,
2013). Aunque no se ha identificado una causa tnica para
la pérdida de individuos, los insecticidas neurotéxicos,
que son aquellos que alteran el desarrollo y funciones del
sistema nervioso, sobresalen debido a su amplio uso en
los sistemas agricolas (Godfray et al., 2014; Macias et al.,
2018).

En la investigacién sobre el efecto de insecticidas en
abejas, ha sido particularmente clave la comprensién del
impacto de los productos a base de neonicotinoides, que
actian en el sistema nervioso central. Los insecticidas a
base de butendlidos son las nuevas herramientas para el
manejo de plagas y poseen el mismo modo de accién de
los neonicotinoides, como agonistas de los receptores
nicotinicos de la acetilcolina (nAChR) (Elbert et al., 2008).
Los nAChR imitan al neurotransmisor de la acetilcolina, lo
cual provoca que este no puede ser activado por la enzima
en su forma natural, y causa excitacién de la célula nerviosa,
la persistencia de este efecto provoca una alteracién en el
sistema nervioso del insecto y, posteriormente, su colapso
(Nauen et al., 2015). La exposicién subletal a insecticidas
de este tipo, puede provocar efectos en el comportamiento,
la capacidad cognitiva y en general la salud de las abejas
(Bryden et al., 2013; Williamson y Wright, 2013; Gregorc
et al., 2018; Hernandez et al., 2018). En consecuencia, se
ha propiciado el desarrollo de nuevas moléculas (Parkinson
et al., 2020) en la que compuestos como el butendlido
flupiradifurona (FPF) se presentan como una alternativa
méas segura (Campbell et al., 2016). Pero dado que FPF
tiene el mismo modo de accién que los neonicotinoides, se
podrian proveer efectos nocivos similares a los reportados

para éstos. Investigaciones recientes de abejas expuestas a
FPF proporcionaron evidencia empirica de que episodios
de exposicién a dosis subletales de este insecticida alteran
la expresién de varios genes del sistema inmune y genes
de desintoxicacidon, y en consecuencia conducen a la
disminucién generalizada de la salud de las abejas (Al
Naggary Baer, 2019; Chakrabarti et al., 2020).

Puesto que la incursién en el mercado de FPF en el 2015
es relativamente reciente, existe una necesidad inminente
de evaluar los posibles efectos a nivel genético en los
polinizadores. Los efectos de este insecticida no se pueden
detectar mediante evaluaciones eco-toxicolégicas estdndar,
sin embargo, puede ejercer un impacto negativo a nivel
ecoldgico. Los estudios de FPF en abejas se han centrado
principalmente en determinar la mortalidad y en evaluar los
efectos sobre la capacidad cognitiva (Glabermanetal.,2014;
Tan et al., 2017; Hesselbach y Scheiner, 2018; Tosi y Nieh,
2019), en analizar |a alteracién en genes de detoxificacién y
del sistema inmune (Al Naggary Baer, 2019) o en determinar
el estrés fisiolgico tras exponerlas a periodos breve (horas) y
prolongados (dias) (Chakrabarti et al., 2020). El objetivo de
este estudio fue cuantificar mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR, siglas
en inglés) la expresion relativa de tres genes antioxidantes
(CAT, SOD1 y Trxr1), un gen neurotransmisor (AChE1) y un
gen de desintoxicacién (CYP9Q3) en poblaciones de abejas
expuestas y no expuestas a flupiradifurona.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se obtuvieron 200 abejas obreras de edades mixtas de una
colonia de A. mellifera en el municipio de Texcoco, México.
La colonia estaba sana y sin signos de enfermedad. Las
abejas fueron trasladadas al laboratorio de BiogenetixLab
donde se mantuvieron bajo condiciones de cautiverio
a 20° C durante todo el experimento. Para simular las
condiciones de la colmena, las abejas permanecieron
en completa oscuridad durante toda la prueba, excepto en
las evaluaciones. Se siguié el protocolo establecido por la
European and Mediterranean Plant Protection Organization
OEPP (2010) para evaluar los efectos secundarios de los
productos fitosanitarios en las abejas.

Acta Biol Colomb, 28(3) 376 - 384 - 2023 =377



Maria Camila Girén Lépez, Ernestina Valadez-Moctezuma, Mateo Vargas-Herndndez

BIOENSAYO: PRUEBAS DE ALIMENTACION.

La poblacién de abejas obreras con edades mixtas
fue separada en dos grupos de 100 individuos cada uno.
El grupo control fue alimentado con sacarosa al 50% y
el grupo experimental con sacarosa 50% + FPF 645 ng/
abeja. Cada abeja recibié una cantidad aproximada de
645 nanogramos (ng) de FPF, concentracién recomendada
en la hoja de seguridad del producto (Al Naggar y Baer,
2019). Previo al inicio del bioensayo, se realizaron pruebas
de consumo de la solucién de sacarosa y se determiné el
consumo promedio por abeja en 20 pL (Quiroga-Murcia
et al. 2017). Tanto el grupo control como el experimental
permanecieron en inanicién durante dos horas (h) antes de
suministrar las soluciones y posteriormente fueron expuestas
a alimentacién grupal con cajas de Petri que contenian
la solucién control y el tratamiento, en donde las abejas
compartieron la solucién entre ellas durante tres horas.
Luego del tratamiento de alimentacién se les proporcioné
a ambos grupos solucién fresca de sacarosa 50% ad libitum.
Después de ser alimentadas con la solucién se recolectaron
al azar tres abejas en cinco tiempos distintos: 0,5 h, 1 h, 3
h, 6 hy 24 h para cada grupo, el control y el tratamiento,
con tres repeticiones para cada tiempo evaluado y se
almacenaron en nitrégeno liquido para el andlisis posterior.

DETERMINACION DE LA VARIACION EN LA
EXPRESION GENICA TRAS LA EXPOSICION

Extracciéon de ARN total y sintesis de cADN. Para la
extraccién del ARN se utilizé el cuerpo completo de la abeja.
Se analizaron tres replicas por cada tratamiento en cada
tiempo evaluado para un total de 90 especimenes. Para
realizar la cuantificacién de la expresién génica, se aisl6 el
ARN total usando el PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen,
CA, EE. UU) siguiendo los protocolos del fabricante. La
valoracién de la cantidad y la pureza de ARN se llevé a cabo
en un espectrofotémetro NanoDrop™ (ND-1000, Thermo
Scientific, EE. UU.). Los valores obtenidos estuvieron en un
rango entre 178,6 y 436 ng pL-1 (concentracién de ARN) y
absorbancia (A260/280) igual a 2,1, valores entre 2,0-2,2
corresponden a ARN de alta pureza (Martinez-Lépez et al.,
2013).

La sintesis de la primera hebra de cDNA fue realizada
usando 1 pg del ARN extraido utilizando el kit RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, EE. UU),
el andlisis de calidad con espectrofotometria mostré valores
en un rango entre 303 y 1000 ng pL-1 (concentracién de
cDNA) y absorbancia (A260/280) igual a 1,8.

Se usé PCR cuantitativa de transcripcién inversa (RT-
qPCR) de dos pasos para cuantificar la expresién de los cinco
genes de interés,. La informacién de los genes utilizados se
indica en la Tabla 1. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 10 pL que contenia 5 pL SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix, 1 pL (10pM) de cada
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iniciador y 50 ng de cDNA usando dos repeticiones técnicas
por muestra. Las condiciones de termociclaje (CFX96 Deep
Well, BioRad, EE. UU.) fueron: un ciclo de 1,5 min a 95 °C,
39 ciclos (95 °C durante 15 s para desnaturalizacién; una
etapa de alineamiento y extensién de 60 °C durante 30 s).
Para cada gen, se realizé el andlisis de Melt-Curve usando
los incrementos y tiempos prestablecidos en el equipo. Los
genes objetivo se normalizaron en todas las ejecuciones
de RT-qPCR utilizando el gen de referencia de la proteina
Ribosomal 18S (RPS18). Este gen endégeno codifica una
proteina que es un componente de la subunidad menor
del ribosoma (40S), dicha proteina pertenece a la familia
S13P de proteinas ribosémicas. En estudios realizados con
abejas los niveles de expresién de este gen son considerados
estables en cualquier tejido y bajo cualquier manipulacién
experimental (Scharlaken et al., 2008).

ANALISIS DE DATOS

Durante el proceso de RT-qPCR, el material genético
presente en las muestras se amplifica y se copia muchas
veces. Esta amplificacién es producida a través de una serie
de ciclos en los cuales los genes duplican su cantidad (uno
en dos, dos en cuatro y asi sucesivamente) hasta que el
espectrofotémetro puede detectar su presencia. El ciclo en
el cual empieza la deteccién determina el valor Ct, siendo un
valor inverso a la cantidad del gen presente en la muestra. A
mayor niimero de ciclos para detectar el gen mayor sera el
valor Ct, lo cual significa que la cantidad del gen es pequefia
porque debe copiarse muchas veces hasta que se pueda
detectar. Si, por el contrario, la cantidad de ciclos es baja,
significa que la cantidad del gen de interés es grande porque
no es necesario generar muchas copias para detectarlo.

Los cdlculos para la cuantificacién relativa de la
expresién génica estan basados en la comparacién de los
valores Ct. Para garantizar que la variacién de estos se debe
a cambios bioldgicos reales se requiere una normalizacién

de los datos. El método Livak (AACt) compara los valores
Ct de la muestra de interés con el valor Ct de un gen de
referencia (Livak y Schmittgen, 2001), para este estudio, se
utilizé el gen RPS18. El método, supone que las eficiencias
de amplificacién del gen de referencia y el gen de interés son
casi del 100%

El método AACt compara la variacién de la expresién
(ACt) del gen de interés con la del gen de referencia, primero
en condiciones experimentales y luego en controles:

Después, con este método se comparan las diferencias
entre las muestras del experimento y las del control:

AACt = ACt(grupo experimental) — ACt(control)

se utilizé la ecuacién 1:

(M
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Tabla 1. Descripcién de los genes utilizados en el presente estudio

Tamaiio del

Serie Gen Funcién Proteina Iniciador (qPCRI) . Referencia
amplicon (pb)
1 RPS18 Componente Similar a la proteina  F: GATTCCCGATTGGTTTTTGA 152 (Moon et al.,
ribosomal 18S ribosémica 18S R: CCCAATAATGACGCAAACCT 2018)
Actividad
neuronal de L F: GACGCGAAGACCATATCCGT (Alburaki et
2 ACREL s sinapsis Acefilcolinesterasa . 1e1GTGTCCTTGAAGTCCGC 150 al, 2017)
colinérgicas
F-TCCACTCATTCCTGTTGGTAAG (Gregorc et
3 CAT Catalasa R: GCCGGATCGAAGGCTATTT 87 al, 2018)
4 SOD 1 Antioxidantes Superéxido dismu- F:CGTTCCGTGTAGTCGAGAAAT 101
primarios tasal R: GGTACTCTCCGGTTGTTCAAA
. L F: GCAAGTACTGTTGCCCAGGA (Alburaki et
> Tl Tioredoxin dismutasa . 1T TTGTCTATCTTTATCCACCCA 130 al, 2019)
Metabolismo
desintoxicacion . F: GTTCCGGGAAAATGACTAC (Mao et al,,
6 CYPIQ3  cioxinas (Liet Citocromo P40 R: GGTCAAAATGGTGGTGAC 107 2011)

al., 2007)

Donde 2 es la eficiencia que se fija en el 100 %, Ctl es el
grupo control, Exp es el grupo de tratamiento experimental,
GOl es el gen de interés (CAT, SOD1, Trxr1, AchE1l y
CYP9Q3) y Refes el gen de referencia (RPS18).

Como el método AACt supone una eficiencia de
expresion igual entre el gen de referencia y el gen de interés,
cualquierresultado positivo se traducird en la sobreexpresion
del gen y cualquier resultado negativo en la subexpresién.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con SAS
9.4 para Windows. Para ver los efectos de la exposicién al
insecticida FPF en la expresién génica, se utilizaron modelos
lineales generalizados (GLM) con distribuciones normales
y prueba de medias ajustadas por minimos cuadrados
(Ismeans) (p = 0,05).

RESULTADOS

Al comparar la expresién de los cinco genes entre abejas
expuestas y no expuestas al insecticida flupiradifurona a
través del tiempo, se encontrd variaciéon en la expresion
génica, con diferencia significativa (p = 0,05) solo para el gen
CYP9Q3. Este estudio se suma a las pocas investigaciones
que evaltan los efectos de dosis subletales de FPF en abejas
(Al Naggar y Baer, 2019; Hesselbach y Scheiner, 2019;
Chakrabarti et al., 2020).

Al comparar las muestras tratadas respecto al control
para el tiempo muestreado, se observaron diferencias en
la expresién génica relativa de éstos. La expresién del gen
neurotransmisor AchE1 (Fig. 1a) fue regulada positivamente
durante los primeros cuatro tiempos de evaluacién y
regulada negativamente en el dltimo, 0,5 h: 1,20; 1 h: 3,07;
3h:3,13;6 h: 1,08y 24 h: -7,36 veces.

El gen CYP9Q3 implicado en el metabolismo de
detoxificacién, fue regulado positivamente en los tiempos

de 0,5 h: 0,26; 1 h: 0,56;y 3 h: 7,79 veces; luego se regulé
negativamente a las 6 h: -15,22 veces y finalmente 24 h
después de la exposicién fue sobre expresado 1,59 veces
(Fig. Te).

El gen CAT se regulé positivamente 1,42 veces al evaluarlo
tras 0,5 h de exposicién. Disminuyd su expresién -1,82 veces
a 1 h, presenté una sobreexpresiéon en 1,39 vecesalas3 hy
por ultimo se regul6 negativamente a las 6 hy 24 h en -3,23
y -9,84 veces respectivamente (Fig. 1b).

El gen SOD1 se regulé a la baja tras 0,5 h en -0.14
veces, se sobre expresé 0,98 veces tras 1 h'y 2,22 a las 3
h, fue regulado negativamente al evaluar luego de 6 h de
exposicién en -54,46 veces y fue regulado al alta 0,67 veces
luego de 24 h (Fig. 1¢)

El gen Trxr1 (Fig. 1d) se sobreexpresé al evaluar en
los tiempos de 0,5 h, 1 hy 3 h en 0,96; 0,70 y 3,09
respectivamente. Presentd una regulacién negativa tras 6 h
de exposicién en -7,18 veces y fue regulado positivamente
luego de 24 h en 4,86 veces.

DISCUSION

Las abejas llevan a cabo servicios ecosistémicos vitales
al polinizar plantas silvestres y cultivos de importancia
econdmica, pero al hacerlo estdn expuestas a una amplia
variedad de xenobidticos naturales y sintéticos, incluidos
los plaguicidas (Manjon et al., 2018). Compuestos como
la flupiradifurona, han sido desarrollados como alternativas
més seguras (Campbell et al., 2016). Sin embargo,
algunos estudios en abejas meliferas han evidenciado que
la exposicién a concentraciones subletales causan efectos
a nivel fisioldgico, cognitivo y genético (Hesselbach y
Scheiner, 2018, 2019; Al Naggar y Baer, 2019; Chakrabarti
et al., 2020). Los agentes xenobidticos no solo alteran la

Acta Biol Colomb, 28(3) 376 - 384 - 2023 =379



Maria Camila Girén Lépez, Ernestina Valadez-Moctezuma, Mateo Vargas-Herndndez

Figura 1. Andlisis de la expresién génica relativa para los genes en estudio durante cada tiempo muestreado luego de la exposicién

a flupiradifurona. Tratamientos con * presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de medias ajustadas por minimos

cuadrados (Ismeans) (p = 0.05). Los genes de interés durante los tiempos de evaluacién tras la exposicién a: AChE; b: CAT; c: SOD; d: Trxr

y e: CYP9Q3. Los datos fueron calculados usando el método 2 2 para comparar las muestras tratadas contra las no tratadas en cada

tiempo de muestreo utilizando el gen RPS18 como normalizador.

integridad del genoma, sino que también pueden afectar
directa o indirectamente la expresién de los genes (Shugart
y Theodorakis, 1994). Con base en los datos obtenidos
por RT-qPCR se puede observar la modificacién en la
expresién génica relativa de algunos genes importantes en
el metabolismo de las abejas. En este estudio se reporta por
primera vez los efectos en la expresién de los genes AchET,

380— Acta Biol Colomb, 28(3) 376 - 384 - 2023

CAT, CYP9Q3,SOD1 y Trxr1 tras la exposicién en un tiempo
corto a dosis subletal de FPF en abejas meliferas.
Laacetilcolinesterasa (AchE) hidrolizalaacetilcolina (Ach)
en las sinapsis colinérgicasy por lo tanto juega un papel clave
en el sistema nervioso central de los insectos (Toutant, 1989).
Los butendlidos, grupo al cual pertenece FPF, a diferencia de
los piretroides y organofosforados, no se catalogan como
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inhibidores de la enzima AchE. Estudios demuestran que
algunos insecticidas neonicotinoides, que al igual que FPF
pertenecen al grupo cuatro Moduladores competitivos del
receptor nicotinico de la acetilcolina en la clasificacién del
Comité de Accién de Resistencia de Insecticidas (IRAC, por
sus siglas en inglés), sugieren la capacidad de los agonistas
del receptor nicotinico de acetilcolina para modular la
actividad de la AchE (Palmer et al., 2013; Gydri et al.,
2017). La poblacién de abejas meliferas aqui estudiada,
muestra que la expresién relativa del gen AchE1 fue regulada
positivamente sin diferencias estadisticas significativas
(p = 0,05). Se ha reportado que abejas bajo condiciones
controladas y expuestas a dosis subletales de insecticidas
de tipo neonicotinoides (imidacloprid y clotianidina) elevan
la actividad de la AchE (Boily et al., 2013). Los efectos
indirectos de los neonicotinoides pueden contribuir al
funcionamiento desequilibrado del sistema colinérgico
y como consecuencia se pueden desencadenar algunos
mecanismos compensatorios, incluida la modulacién de
la actividad AchE (Palmer et al., 2013; Gyori et al., 2017).
Debido a que los neonicotinoides ocupan el sitio de unién
de la acetilcolina, este neurotransmisor se acumula en las
sinapsis y estimula la enzima AchE (Gyéri et al., 2017), lo
cual pudo haber ocurrido con la poblacién de abejas en
este estudio luego de ser expuestas a la FPF. La alteracién e
interrupcién de la sefializacién colinérgica por insecticidas
pueden modificar el funcionamiento neuromuscular y el
comportamiento de las abejas, lo que perjudica el éxito de
la busqueda de alimentos que podrfa finalmente repercutir
en la salud de la colonia (Christen et al., 2019).

Las monooxigenasas del citocromo P450 catalizan
una amplia diversidad de reacciones que contribuyen a la
desintoxicacién de xenobidticos naturales y sintéticos en
insectos (Feyereisen, 2012). El clado CYP9 al cual pertenece
el gen CYP9Q3 implicado en la desintoxicacién metabdlica,
fue afectado por la dosis a baja concentracién (subletal)
de FPF. La poblacién en estudio mostré induccién en la
expresién del gen en respuesta a la exposicién desde el
primer tiempo de evaluacién (0,5 h) después de la ingesta
del insecticida. Este resultado sugiere que la exposicién a
dosis subletales de un insecticida desencadena una respuesta
genética inmediata. Las transcripciones diferenciales que
inducen el CYP9 por algunos pesticidas es un atributo
que las abejas comparten con otras especies de insectos
(Mao et al., 2011). En un estudio con Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) se reporté que la deltametrina
(piretroide) induce la transcripcién de CYP9A12 y CYPIA17,
dos miembros de la subfamilia CYP9A, aunque se desconoce
las funciones que desempefian estas dos citocromos P450s
(Zhou et al., 2010). Dado que la transcripcién genética de
CYP9Q3 fue inducida selectivamente por flupiradifurona
se plantea la posibilidad de que este gen pueda ser (til en
el desarrollo de estrategias para el monitoreo de abejas

expuestas a insecticidas. Sin embargo, es necesario la
realizacién de mas estudios.

Los insectos poseen un conjunto de enzimas antioxidantes
que pueden generar una respuesta frente a la presencia
de oxidantes exdégenos y a aquellos producidos de forma
endégena (Felton y Summers, 1995). El estrés oxidativo
ocurre cuando la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS por Reactive Oxygen Species) potencialmente
destructivas excede las propias defensas antioxidantes
naturales del cuerpo, resultando en dafios al organismo o
incluso su muerte (Pham-Huy et al., 2008). Si no se regula
adecuadamente el exceso de ROS se puede causar dafios a
las biomoléculas y de forma directa a sus funciones en el
organismo. Es bien sabido que los pesticidas pueden inducir
estrés oxidativo y generar ROS; sin embargo, las células
tienen diferentes mecanismos para aliviar el estrés producido
y para reparar macromoléculas dafadas (Verma et al.,
2007). Durante este estudio, la exposicién a FPF provocé la
sobreexpresién de las enzimas antioxidantes: catalasa (CAT),
superéxido dismutasa (SOD) y tioredoxin dismutasa (Trxr)
durante algunos de los tiempos evaluados. Estas enzimas
han demostrado ser significativamente afectadas por la
exposicion a plaguicidas (Verma et al., 2007). La regulacién
positiva de éstas denota: primero, que el FPF causa estrés
oxidativo como respuesta especifica a la toxina, resultado
que estd en concordancia con lo reportado por Chakrabarti
et al. (2020). Y segundo, que el aumento en la expresién
de éstas durante algunos tiempos evaluados es consistente
con lo que ocurre a nivel celular, la expresién alterada
puede indicar la activacién de mecanismos de proteccién
involucrados en los procesos de reparacién celular, debido
a que estas enzimas son la primera linea de defensa para la
eliminacién de radicales libres (Qi et al., 2018).

La expresion relativa de los cinco genes evaluados en
este estudio mostré una tendencia hacia una subregulacién
(valores negativos) después de las seis horas de exposicién
a la FPF, excepto para la acetilcolinesterasa. Durante el
experimento las abejas permanecieron en oscuridad para
simular las condiciones dentro de la colmena, este tiempo
de evaluacién (6 h) fue durante la noche, marcado por el
ritmo circadiano de los individuos lo que podria explicar
el comportamiento en la expresién génica. Estudios
demuestran que las abejas obreras recolectoras estdn
activas durante el dia y descansan durante la noche con
un fuerte ritmo circadiano (Eban-Rothschild y Bloch,
2008) y que algunos insectos como las moscas al igual
que los mamiferos reducen la tasa metabdlica durante el
suefio (Stahl et al. 2017), datos que concuerdan con los
resultados de este estudio. Al reducir la tasa metabdlica
los genes en su mayoria van a ser subexpresados. Los
datos aqui presentados muestran como la exposicién de A.
mellifera a una dosis subletal de FPF causa alteracién en la
expresién génica relativa subexpresando (valores negativos)
o sobreexpresando (valores positivos) los genes en estudio.
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Los resultados aquf expuestos dan un indicio de la cautela
que se debe tener frente al uso de flupiradifurona en cultivos
donde se utilice a A. mellifera como polinizador, o en
areas donde se practica la apicultura. Del mismo modo, el
uso de técnicas moleculares para analizar la expresién de los
genes, no solo de polinizadores sino también de objetivos no
blanco como insectos benéficos u otros animales asociados
a los sistemas agricolas, cobran relevancia de cara a un
mercado que debido al uso irracional de plaguicidas, la
perdida de sensibilidad de los objetivos plaga a estos, la
ampliacién de la frontera agricola y la variabilidad climatica
actual, ofrece cada vez mds productos que pueden tener
efectos perjudiciales que no se pueden detectar a través de
pruebas ecotoxicologias convencionales.

CONCLUSIONES

La exposicién durante un breve periodo de tiempo de A.
mellifera a flupiradifurona causa alteracién en la expresion
génica relativa activando los genes AchE1l, CYP9Q3, CAT,
SOD1yTrxr1 como mecanismo de defensa ante la presencia
de un xenobidtico. Una dosis subletal de flupiradifurona
tiene efectos negativos en las abejas meliferas, informacién
que debe ser considerada para implementar de forma
segura el uso de este insecticida. De igual forma, debido
al impacto de los insecticidas en la salud de las abejas, es
importante ampliar la comprensién sobre las alteraciones
en la expresién génica y posibles efectos negativos de estos
en las poblaciones de abejas meliferas.
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