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RESUMEN

Las colonias de Apis mellifera Linnaeus, 1758 se han utilizado para
estudiar la contaminacion ambiental debido a sus excepcionales caracteristicas
como bioindicadores. El principal objetivo de este estudio fue utilizar colonias
de abejas para identificar metales pesados y determinar su utilidad en la
gestion medioambiental. Para analizar el nivel y la variacion espacial y temporal
de la contaminacion por Pb, Cr, Niy Cd, cinco estaciones con dos colmenas de
A. mellifera fueron ubicadas estratégicamente en el término municipal de
Cordoba, en zonas urbanas, industriales, agrarias y forestales. Durante los
afios 2007, 2009 y 2010, se recogieron muestras de abejas pecoreadoras y
néctar. La concentracion de metales, en mg/kg de abejas y néctar, fue
determinada mediante espectrometria de emision atomica de plasma acoplado
inductivamente y espectrofotometria de absorcion atomica en horno de grafito.
Se evidenciaron diferencias significativas entre localizaciones y periodos, en
abejas y en néctar, ofreciendo una valoracién cualitativa relevante. Desde el
punto de vista cuantitativo, abejas y néctar coincidieron en registrar las
mayores frecuebcias de valores Aceptables para el Pb, la Estacién agricola S2,
el aflo 2010 y el mes de Mayo. Del mismo modo coincidieron en registrar las
mayores frecuencias de valores Merecedores de atencion para la Estacion
industrial S5, el afio 2007 y el mes de Junio, pero no asi en el metal (Cr en
abejas y Ni en néctar). Por altimo, en cuanto a los valores Preocupantes, las
dos matrices difirieron en el metal (Ni en abejas y Cr en néctar), la Estacion
(urbana S4 en abejas y forestal S3 en néctar), y el afio (2007 en abejas y 2009
en néctar), coincidiendo sélo en el mes (Julio). En este caso, las dos matrices
ofrecieron una informacion complementaria. La concentracion de Cd en abejas
y néctar alcanzé altas frecuencias de valores Preocupantes, aunque soélo fue
analizado en el afio 2010. El biomonitoreo con A. mellifera podria formar parte
del sistema de vigilancia y control de la contaminacion atmosférica, ya que
puede integrar valoraciones cualitativas y cuantitativas, facilitando la gestion
tanto de manera preventiva como ante la aparicion de alertas y crisis

ambientales.



ABSTRACT

Due to features that make them outstanding environmental bioindicators,
colonies of Apis mellifera Linnaeus, 1758 are being used to study environmental
pollution. The primary objective of this research was to use honeybee colonies
to identify heavy metals and determine their utility for environmental
management. Five stations, each with two A. mellifera hives, were strategically
located in wurban, industrial, agricultural and forested areas within the
municipality of Cordoba (Spain), and foraging bees and nectar were collected in
2007, 2009 and 2010 to analyse the levels and spatial and temporal variations
in Pb, Cr, Ni and Cd pollution. Metal concentrations, in mg/kg of honeybee and
nectar, were determined using inductively coupled plasma-atomic emission
spectrometry and graphite furnace atomic absorption spectrophotometry.
Significant differences were found among the various locations and periods,
providing a significant qualitative assessment. From a quantitative viewpoint,
bees and nectar agreed to show that Pb, the agricultural station S2, year 2010
and the month of May showed the highest frequencies of Acceptable values.
Similarly, they agreed to show that industrial station S5, year 2007 and the
month of June, showed the highest frequency of values Worthy of attention, but
not in the metal (Cr in bees and Ni in nectar). Finally, regarding Worrisome
values, the two matrices differed in the metal (Ni in bees and Cr in nectar), the
station (urban S4 in bees and forest S3 in nectar), and the year (2007 in bees
and 2009 in nectar), coinciding in the month (July). In this case, the two
matrices offered additional information. The concentration of Cd in bees and
nectar had a high frequency of Worrisome values, although Cd was only
analysed in 2010. Biomonitoring with colonies of A. mellifera could contribute to
improved surveillance and control systems for atmospheric pollution by
integrating qualitative and quantitative assessments, thus facilitating prevention

and readiness in the event of environmental crises.



1. INTRODUCCION

La Tesis Doctoral que se presenta, en su parte experimental, fue llevada a
cabo entre el 2007 y 2010, dentro de un contexto normativo de aprobacion de
leyes sobre la proteccion del medio ambiente y de un interés creciente en el

uso de indicadores bioldgicos.

Dichas investigaciones fueron llevadas a cabo porque formaron parte de

proyectos financiados parcialmente por distintas instituciones y convocatorias.

Con este trabajo se ha pretendido rescatar algunos de los resultados méas
interesantes y resaltar su valor e importancia, en relacion a la contaminacion

atmosférica por metales pesados en el entorno del municipio de Cordoba.

Municipio de Cérdoba.

Cordoba es una ciudad con una poblacién de 328.773 habitantes segun el
censo de 2012. Su situacién geogréfica y orogréafica en plena depresion del
Valle del Guadalquivir y al pie de Sierra Morena predispone a la formacion de
una bolsa de contaminacién, especialmente en aquellas épocas con

circunstancias meteorolégicas de escasas precipitaciones y vientos.

De hecho, segun el Informe de Medio Ambiente del 2004 de la Junta de
Andalucia, y dejando a un lado la comarca de Bailén, Cérdoba fue considerada
la segunda ciudad en contaminacion atmosférica, con un 28% de los dias con

una situacion o indice de calidad no admisible.

En este sentido, las particulas menores de 10 micras (PMyo) es el
pardmetro que mas negativamente influye en el indice de calidad ambiental,
pues sobrepasa el valor limite mas el margen de tolerancia. Puntualmente las

concentraciones elevadas de particulas tienen su origen en el transporte edlico



de las mismas desde otras regiones, incluidas los desiertos del norte del

continente africano, que son fuentes naturales.

Hay que destacar también que otros importantes contaminantes como
SO,, NO,, Pb y CO también estan presentes, aunque por debajo del valor
limite. Ademas de ello, el empleo inadecuado o abusivo de pesticidas
procedentes de las tierras agrarias de la campifia y la vega, asi como del
tratamiento de jardines y parques de la propia ciudad, pueden contribuir a
agravar la baja calidad ambiental del aire, cuestion ésta aun no tenida en

cuenta.

Responsabilidad de la Administracion Local.

El documento Agenda 21, aprobado en 1992 por los Gobiernos en la
Cumbre de la Tierra en Rio de Janeiro, destacaba el papel de las
Administraciones Locales como agentes clave para la promocion de la
sostenibilidad (Naciones Unidas, 1992). La Carta de Aalborg de 1994, firmada
por mas de 400 autoridades locales europeas en la | Conferencia Europea de
Ciudades Sostenibles establecia una serie de principios y objetivos que fueron
ratificados en el Plan de Accién de Lisboa, aprobado tras la Il Conferencia
Europea de Ciudades y Pueblos Sostenibles en 1996, constituyéndose en

elementos basicos para el desarrollo sostenible local.

Los problemas ambientales que percibian entonces, y aun hoy en dia, la
mayoria de los habitantes de Andalucia, se concentran precisamente en las
ciudades. Las soluciones a los problemas ambientales radican, de una forma u
otra, en la esfera de los municipios, en cuyo ambito se genera una buena parte
de estos problemas, y por ello resulta de especial trascendencia para la

proteccion ambiental el papel realizado por los Gobiernos Locales.

Por ello, una comunidad sostenible debe hacerse responsable del

bienestar de la generacidon siguiente y contribuir a la reduccion de los



problemas medioambientales mundiales. Entre ellos, podemos citar que la
contaminacion atmosférica produce un aumento de problemas sanitarios de los
ciudadanos (en particular procesos respiratorios en los nifios y ancianos), y
tiene ademas efectos nocivos en la vegetacion, dafa los edificios, y a escala
planetaria, contribuye a potenciar el efecto invernadero, el cambio climatico, la

lluvia acida y otros fenébmenos.

Contexto normativo.

El Consejo de Ministros aprob6 la Ley de Calidad del Aire y

Proteccién de la Atmosfera para lograr un aire mas limpio (Espafia, 2007a).

* La Ley de Calidad del Aire y Proteccion de la Atmésfera se enmarcé en
la Estrategia Espafiola de Calidad del Aire y sustituy6é a la Ley de Proteccién

del Medio Ambiente Atmosférico de 1972, que quedo desfasada.

* La nueva norma se inspir6 en los principios de cautela y accion

preventiva, de correccidn de contaminacién en la fuente y de “quien contamina

paga”.

» Se pretendia que la lucha contra la contaminacion fuese determinante
en las decisiones en materia de urbanismo y ordenacién del territorio que

pudieran adoptar las comunidades autbnomas y los ayuntamientos.

* La Ley establecia que, ademéas de las Comunidades Auténomas, los
municipios de mas de 250.000 habitantes deberian disponer de instalaciones y
redes de evaluacibn e informar a la poblacibn sobre los niveles de

contaminacion.

Segun dicha norma, si se superaran los niveles de contaminacion, las
comunidades autonomas y ayuntamientos deberian elaborar planes de

reduccion. Esta obligacion estaba ya vigente para un numero limitado de



contaminantes, pero la nueva Ley la extendié a todos los contaminantes para
los que se fijen objetivos de calidad del aire. Asimismo, la Ley reforz6 de modo
muy importante la efectividad de dichos planes al considerarlos determinantes
para los instrumentos de planeamiento urbanistico y de ordenacion del
territorio, de modo que si estos instrumentos contradijeran a los planes de

calidad del aire, la decision deberia motivarse y hacerse publica.

Asimismo el Ministerio de Medio Ambiente aprob6é la Ley de
Responsabilidad Medioambiental (Espafia, 2007b) como transposicion de la
Directiva 2004/35/CE, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de abril,
sobre responsabilidad medioambiental en relacion con la prevencion y
reparacion de dafios medioambientales, incorporando a nuestro ordenamiento
juridico un régimen administrativo de responsabilidad ambiental de caracter
objetivo e ilimitado basado en los principios de prevencion y de “quien

contamina paga’”.

Segun el articulo 2 de esta Ley se define «Dafio medioambiental» como
los dafios a las especies silvestres y a los habitats, concretandose en cualquier
dafio que produzca efectos adversos significativos en el numero de individuos
de una especie, su densidad o la extensién de su zona de presencia. Esto, en
resumidas cuentas, significa la necesidad de empezar a evaluar los dafios

ambientales con bioindicadores.

Finalmente, la Ley del Patrimonio Natural y la Biodiversidad (Espafa,
2007c) fue una exigente normativa de conservacién para uno de los paises
europeos mas ricos en flora y fauna. Los grandes objetivos de esta ley eran: la
conservacion de la biodiversidad, el uso sostenible de los recursos y la garantia

del acceso a los recursos y reparto de los beneficios que ellos generen.

La nueva normativa formaba parte del conjunto de medidas promovidas
por el Gobierno para reforzar la proteccion de los ecosistemas y realizar una
gestion y ordenacion del territorio racional y sostenible. Se establecio, en este

sentido, que la proteccidon ambiental prevaleceria sobre la ordenacion territorial



y los planes de urbanizacion. Es decir, no se podria construir, urbanizar o
realizar actuaciones de ordenacion del territorio en aquellas zonas donde se
podria provocar un dafio significativo al medio ambiente, a la fauna o a la flora

silvestres.

Proyectos Desarrollados.

En un primer momento, gracias a la Concejalia de Medio Ambiente del
Ayuntamiento de Cérdoba, se llevd a cabo el proyecto de “Evaluacion de la
contaminacion urbana en el municipio de Coérdoba mediante el empleo de
abejas (Apis mellifera) como bioindicadores ambientales”, desde marzo del
2007 a mayo del 2008.

A continuacion se aprobé el proyecto presentado al Programa Nacional de
Proyectos de Desarrollo Experimental en el marco Nacional de Investigacion
Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnolégica 2008-2011 (Convocatoria de la
Orden PRE/1007/2008 11 abril), Subprograma de Medio ambiente vy

ecoinnovacién y Subsector de Prevencién de la contaminacién atmosférica.

Este proyecto, que se llevo a cabo entre 2008 y 2010, dio continuidad al

realizado en el 2007.

Las prioridades tematicas que justificaron su aprobacion se encuadraron

en la siguiente linea y sublineas.

En concreto en la linea 18, en la que tenian cabida “Proyectos destinados
a la evaluacién de los efectos de la contaminacién atmosférica en los sistemas
naturales y sus implicaciones en la gestion medioambiental”. Y en cuanto a las

sublineas:



Sublinea 18.1 Proyectos de evaluacion de la concentracion y depdsito de
los contaminantes atmosféricos a escala nacional para determinar los riesgos

en la salud y el medio ambiente.

Sublinea 18.2 Proyectos de determinacion de relaciones dosis-respuesta
de los contaminantes atmosféricos y sus efectos en la salud y en medio

ambiente.

Empleo de bioindicadores.

De acuerdo a Porrini et al. (2002), el principal objetivo del control de la
contaminacion ambiental es la proteccion de la salud humana y del resto de
seres vivos. La mayor parte de metodologias de supervision aplicadas estan
basadas en los procedimientos fisicoquimicos que proporcionan, por su alta
capacidad analitica, datos exactos en cuanto a la concentracion de

contaminantes en el ambiente.

Sin embargo, esta informacién no es completa porque sélo una parte de
la contaminacion tiene una importancia toxicolégica para los organismos. No
hay datos sobre la cantidad asimilable o los efectos bioldgicos de los agentes

contaminantes.

Por esta razon los indicadores biolégicos, como las abejas de la miel, Apis
mellifera Linnaeus, 1758 pueden ser muy utiles. Ellos pueden responder, de
acuerdo a la naturaleza del contaminante, con variaciones demograficas,
cambios de comportamiento y su bioacumulacion, al interceptar y asimilar la

fraccién biodisponible.

Hasta ahora, estas asunciones no son consideradas por las agencias y
organismos de control ambientales, probablemente porque la evaluacion de la

calidad ambiental con bioindicadores, esta basada s6lo en la comparacién con



instrumentos fisicoquimicos. Asi por ejemplo, el hecho de que las abejas estén

presentes y visiten todos los sectores ambientales, no es tenido en cuenta.

Las diferentes metodologias e instrumentos encuentran cantidades
diferentes de contaminacion ambiental, que no necesariamente siempre
coinciden. Es posible que el sistema fisicoquimico llegue a encontrar la
cantidad total de los contaminantes, sin embargo las abejas encuentran los
contaminantes de modo pragmatico, es decir, considerando la fraccidon

biodisponible y los efectos relacionados.

Se tratdé que el disefio y desarrollo experimental de las investigaciones
agui planteadas se adecuaran a la filosofia de las leyes mencionadas con
anterioridad, en cuanto al uso de nuevos métodos de evaluacién de la

contaminacion, como son los bioindicadores.

En este sentido, los resultados de las investigaciones que se presentan
en este trabajo nos han permitido disponer de una valiosa informacién
complementaria hasta ahora no tenida en cuenta por los métodos
fisicoquimicos de referencia. Asi, al inicio de nuestras investigaciones la ciudad
de Cérdoba contaba con una estacion de control de parametros fisicoquimicos,
no habiendo desarrollado hasta ese momento estudio alguno con

bioindicadores ambientales.

Entre las ventajas que presenta un estudio con bioindicadores

ambientales puede destacarse que:

> La mayoria de los estudios, tanto con un objetivo ecolégico como
sanitario demandan, para resultar significativos, conocer si la realidad fisico-
guimica del medio se estd reflejando en la realidad bidtica. Los

bioindicadores podrian utilizarse para asegurarnos esta relacion.



> Los bioindicadores permitirian conocer la “biodisponibilidad” de
los contaminantes, es decir, la cantidad de éstos con la que los organismos

entran en contacto realmente.

> El enfoque quimico no tiene en cuenta ningun efecto aditivo,

sinérgico o antagdnico que pudiera producirse.

> En los datos quimicos so6lo se cuantifican determinadas
sustancias, pero éstas, dentro de los seres vivos pueden experimentar
transformaciones (biotransformacién), dando lugar a metabolitos, muchas

veces mas agresivos que los productos iniciales (bioactivacion).

> Las medidas fisicas y quimicas so6lo dan informacion sobre las
condiciones que existen en los instantes en que se obtienen las muestras. La
vigilancia biolégica permite el estudio de las condiciones existentes durante

un periodo largo de exposicidon a un contaminante.

> Los bioindicadores son capaces, ademas, de evaluar los efectos

de impactos no relacionados directamente con la contaminacion.

Probablemente en el futuro, la sociedad va a sentir la necesidad y va a ir
demandando cada vez mas un “parte de bioseguridad”, ademas del
meteorolégico, para decidir donde vivir, a donde poder ir durante las

vacaciones y de qué zona consumir alimentos.



SIETE PUNTOS DE INTERES PARA CONTEXTUALIZAR ESTA TESIS

1. ¢,Cudl esla
finalidad de medir la

contaminacion?

Evitar que se dafie la salud del ser humano y de los demas seres vivos

(plantas y animales).

2. ¢, Como se mide
habitualmente?

Con parametros fisico-quimicos.

3. ¢ Es suficiente?

No.

4. ¢ Por qué?

Porque esos indicadores no nos dicen realmente si la contaminacion llega o no

a los seres vivos, penetra 0 no en su interior y de qué manera actla.

5. ¢ Entonces...?

Si la finalidad es evitar que se dafen los seres vivos...
& por qué no se usan los propios seres vivos?

O sea, bioindicadores.

6. ¢ Y las abejas?

Tienen muchas ventajas. Las méas importantes:
- Todos los productos quimicos requieren para su comercializacion pruebas de
ecotoxicidad sobre abejas.
- Son los bioindicadores del territorio por excelencia. Traen muestras de aire,
suelo, vegetacion y agua.
- Permiten establecer protocolos y estudios facilmente estandarizables y

reproducibles.

7. ¢Qué podemos
esperar en el

futuro?

Los SIG (Sistemas de Informacion Geografica) nos permitiran elaborar Mapas de

Bioseguridad con la informacién suministrada por las colonias de abejas.

Con las TICs (Tecnologias de la Informaciéon y Comunicacién) podremos tener

informacion a tiempo real de lo que ocurre en cada estacion y colmena.




2. OBJETIVOS

En este estudio, se ha investigado el potencial de las colonias de Apis
mellifera, como bioindicadores ambientales, a través de dos de sus matrices

(bioconcentracion en abejas y en néctar) para lograr los siguientes objetivos:

1.- Determinar el tipo de informacion que acerca de la contaminacion por
metales pesados pueden proporcionar las abejas y el néctar procedentes de
estaciones de biomonitoreo con Apis mellifera.

2.- Evaluar la contaminacién de metales pesados en la ciudad de Coérdoba

(Espaia) e identificar las localizaciones y fechas preocupantes.

3.- Basados en esos resultados, considerar si las estaciones de
biomonitoreo de A. mellifera pueden ser integradas en programas habituales de
control de la contaminacion del aire en ciudades y usadas como herramientas

de certificacion.

Con estos objetivos pensamos que se puede contribuir a la mejora de la
gestibn de la calidad medioambiental en el entorno urbano, mediante la
elaboracion de mapas de bioseguridad y la facilitacion de informacién para la
toma de decisiones, la planificacion de distintos usos del territorio y la

propuesta de medidas preventivas.
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3. ANTECEDENTES DEL EMPLEO DE ABEJAS COMO
BIOINDICADORES. EL USO DE APIS MELLIFERA
PARA EVALUAR LA CONTAMINACION POR
METALES PESADOS

3.1. Situacién medioambiental.

La produccién, uso y consumo de productos quimicos ha sido uno de los
indicadores de desarrollo desde el s. XIX con la Revoluciéon Industrial y
posteriormente en el s. XX con la Revolucién Verde. Durante estos periodos ha
habido un aumento de la calidad de vida, de la seguridad agroalimentaria y la
longevidad de la poblacion. Sin embargo, nadie puede negar hoy en dia que la
contaminacion ambiental, el cambio climético y la pérdida de la biodiversidad
se han convertido en un grave problema para la salud publica y una amenaza

para los equilibrios ecoldgicos que sustentan la vida (Acufia, 2011).

Por este motivo, actualmente, a nivel general, se incide en la necesidad
de reducir emisiones, implantar medidas preventivas y establecer sistemas de

vigilancia y seguimiento de los contaminantes (Unién Europea [UE], 2010).

3.2. Contaminacion atmosférica por metales pesados.

En relacién a la calidad atmosférica, la contaminacién por particulas finas
(PM_5) y gruesas (PMjp) constituye uno de los principales problemas asociados
a los medios urbanos. Este hecho se refleja en el Informe Técnico de la calidad
del aire en Europa 2012, donde se estima que, durante el periodo 2001-2010,
entre el 18 y el 41% de la poblacion urbana de la UE estuvo potencialmente
expuesta a concentraciones que superan el valor limite fijado para la proteccion
de la salud humana (Agencia Europea de Medio Ambiente [AEMA], 2013).
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En este sentido, la Organizacion Mundial para la Salud (2007) advierte
ademas sobre la importancia de identificar la composicion quimica de estas
particulas para determinar su toxicidad, pues en ellas se incluye tanto
particulas de polvo en suspension arrastrado largas distancias por el viento,

como metales pesados de actividades de origen antropogénico.

Los metales pesados, son peligrosos porque no son quimica ni
biologicamente degradables y pueden persistir en el medio ambiente durante
mucho tiempo (Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y
Nutricion [AECOSAN], s.f.). En diferentes procesos industriales, de combustion
o agricolas, los metales pesados pueden ser liberados al aire, a las aguas y/o
al suelo, y transferirse de un compartimento medioambiental a otro (Jarup,
2003; Gall et al., 2015).

Los metales pesados pueden depositarse o0 acumularse en los
organismos, siendo las plantas en los ecosistemas terrestres un punto de
conexién importante entre la parte abibtica y bidtica del ecosistema en la

transferencia de metales (Hamilton, 1995).

Con caracter general, elevadas concentraciones de metales pesados
pueden producir efectos nocivos en los humanos (Duruibe et al., 2007) y
causar dafios en otros seres vivos y en la salud de los ecosistemas (Sanchez,
2008). Ademas, la combinacién de estos elementos potencialmente toxicos

puede actuar aditiva, sinérgica o antagénicamente (Boyd, 2010).

A pesar de los recortes en las emisiones de metales pesados estimadas
desde 2001 en la UE, la deposicion atmosférica de metales pesados como Cd,
Pb o Hg, que son reconocidos como téxicos para la biota (AEMA, 2011),

ocasiona que una parte de los ecosistemas esté en riesgo (AEMA, 2013).

Desde 1998, estos tres metales son especificamente contemplados en el
Protocolo de Aarhus, derivado del Convenio de Ginebra de 1979 sobre

Contaminacién Atmosférica Transfronteriza de la Comisién Econdémica de las
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Naciones Unidas para Europa (UNECE), el cual obliga a las partes firmantes a

reducir sus emisiones (Espafia, 2011a).

Segun el Plan de Mejora de la Calidad del Aire de la Ciudad de Cérdoba,
las particulas PMjo constituyeron el contaminante mas probleméatico de la
ciudad en el periodo 2003-2008, superandose la media anual en el afio 2006, y
el valor limite diario para la proteccion de la salud humana en los afios 2006 y
2007 (Andalucia, 2014).

De acuerdo al Observatorio de la Sostenibilidad en Espafia (OSE), las
particulas procedentes del Sahara que pueden aumentar la contaminacion de
fondo en ciertos lugares e influir de manera puntual en los niveles maximos

diarios de PMsp, no influyen en la media anual (OSE, 2007).

En cuanto a la caracterizacion quimica del material particulado
(componentes mayoritarios y elementos traza), un estudio realizado en los
afios 2007 y 2008 reflej6 que para muchos elementos traza, los valores
medidos en la estacion cordobesa son superiores a los valores medios
registrados en otras estaciones de fondo urbano de Espafa, siendo Ga, Zn y
Cd los elementos con mayor abundancia relativa. (Andalucia, 2014).

3.3. Métodos de evaluacion de los metales pesados.

El control y andlisis de la contaminacion atmosférica esta basada
principalmente en el establecimiento de estaciones autométicas de vigilancia
que proporcionan informacion precisa de la concentracion fisico-quimica de los

principales parametros (SO,, NO2, NOx, PM1g, PM2 5, benceno, CO and Pb).
Como los metales pesados pueden estar unidos a las particulas, la

legislacion requiere que As, Cd y Ni sean medidos en la fraccion de particulas
PMjo (Espaia, 2011b).
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Especificamente, la monitorizacién de metales pesados emitidos al aire, a
las aguas o al suelo (Cd, TI, Hg, Sb, As, Pb, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, V) debe ser
realizada en las fuentes emisoras por los responsables de las instalaciones o
actividades industriales con elevado potencial de contaminacion como medida
de autocontrol (UE, 2010).

Los organismos responsables de la administracion eligen localizaciones
adecuadas de acuerdo a las directivas de calidad del aire, para monitorizar las
concentraciones en el aire de los metales pesados que generan mayor
preocupacion por su exposicién medioambiental (Pb, As, Cd, Hg and Ni), con la
finalidad de evaluar el cumplimiento de los valores limite establecidos para la
proteccion de la salud humana (UE, 2005; UE, 2008). Ademas de estos
metales, la propia OMS propone valores guia para Mn y V, y destaca el posible

impacto sobre la salud humana del Cr (Querol, 2008).

En algunos lugares se cuenta también con estaciones moéviles que se
utilizan para calibrar las estaciones fijas, o para realizar mediciones puntuales
ante circunstancias especiales en zonas no cubiertas por las estaciones fijas
(Boquete et al., 2013).

El ndmero de estaciones en Europa es aun relativamente pequefio
(AEMA, 2013), tienen un coste elevado, y requieren calibraciones frecuentes
(Boquete et al., 2013).

En el Real Decreto relativo a la mejora de la calidad del aire, se
establecen los criterios para determinar el nimero de puntos de muestreo
(Espafia, 2011b). En las aglomeraciones de entre 250.000 y 490.000
habitantes, la normativa exige al menos una estacion para la medicién fija de
Pb, y en las que tengan entre 0 y 749.000 habitantes, una estacion para la
medicion fija de As, Cd y Ni. El nUmero de estaciones puede aumentar en
funcidn de que se superen o no ciertos umbrales establecidos para estos
contaminantes, asi como de las densidades de emision, los patrones probables

de distribucion de la contaminacién y de la exposicién potencial de la poblacién.
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Como las estaciones de vigilancia proporcionan datos de contaminacion
en puntos geograficos fijos, la propia normativa insta al uso de técnicas de
modelizacion para calcular el grado de exposicion colectiva de la poblacion
residente en zonas intermedias (Espafia, 2011b), lo que supone una estimacion

indirecta de la exposicion real a los contaminantes.

En este sentido, la caracterizacion de “puntos calientes” y la
representatividad de las estaciones de muestreo como indicadores de niveles
de exposicion de la poblacion se han convertido en puntos esenciales en las

técnicas de disefio de redes de muestreo (Pérez, 2005).

3.4. Utilizacion de bioindicadores en evaluacion

medioambiental.

En la Ley de Responsabilidad Ambiental se define dafio ambiental como
aguel que afecta a las especies y habitats naturales y que, entre otros
aspectos, produce efectos adversos significativos en el nimero de individuos
de una especie, su densidad, o la extension de su zona de presencia; también
se incluyen aqui los dafios provocados por los elementos transportados por el
aire (Espafia, 2007b).

Por ello, conocer las concentraciones de contaminantes a partir de los
métodos fisico-quimicos, siendo importante, significa conocer sélo una parte
del problema puesto que no permite extraer conclusiones directas del dafio
ambiental en el ser humano y demas seres vivos (Klumpp y Klumpp, 2004;
Ordofiez et al., 2007).

Esto conduce a la necesidad de utilizar bioindicadores, ya que si la

evaluacion de la contaminacion medioambiental tiene por finalidad evitar que

se afecte la salud de los seres vivos, entonces es ldgico que de alguna manera
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los propios seres vivos sean tenidos en cuenta en esta valoracion (Klumpp y
Klumpp, 2004).

Un bioindicador puede ser definido entonces, como una especie 0 grupo
de especies que reflejan los estados bidticos y abidticos del medio ambiente y
cuya observacion o seguimiento nos permite detectar e interpretar los cambios
y alteraciones producidos en un habitat, una comunidad o un ecosistema
(McGeoch, 1998 en Hodkinson y Jackson, 2005).

La historia de los bioindicadores es tan antigua como la del propio ser
humano (Figura 1).

En el Libro de Agricultura General de Alonso de Herrera (1513) se dice:
“Quando salen gusanos y lombrices so tierra, y las hormigas con prisa ponen
en cobro sus vituallas, o sus huevos, muestran agua, y es sefial de ser

duradera”.

El caso de melanismo industrial de la especie de Biston betularia
Linnaeus, 1758, con dos variantes de color claro y oscuro, es un tipico ejemplo

en la revolucion industrial de Inglaterra en el siglo XIX (Kettlewell, 1958).

“Observar animales evité muerte de tribus” (Axxdn, 2004). El gorjeo de los
pajaros o el inusual comportamiento de iguanas y delfines salvé al parecer a
las tribus autdctonas de las islas indias de Andaman y Nicobar de los mortales

tsunamis que asolaron el sur de Asia.
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Ejemplos de Bioindicadores

La historia de los bioindicadores se remonta hasta los origenes de la humanidad.

Tratado de Agricultura General de Alonso Herrera (1513).

“Quando salen gusanosy lombrices so tiems, v las hormigas con prisa
ponen en cobrosusvituallas, o sus huevos, muestran agua, y es senal de
zerduraders”.

Biston betularia

Con dos variantes decolor clan y oscuno
[melanisma industrial ).

, . R

“Observar animales evitd muerte de tribus” "'ﬁ;ti X e A S -
El gorjec de los pajarms o el inusual comportamiento deiguanasy -'E':!r g :_1 %ﬁl
delfinessalve al parecer a lastribusautoctonasdelasislasindias de f"‘r -'-....'."_ g;_"-;_ |
Andaman vy Nicobar de los morntales tsunamis gque asolaron elsur de f g r =3 _:—{;ﬁl{;'

Asia. (MuewvaDelhi, India, 26de diciembrede 2004}

La utilizacion de Apis mellifera como bicindicador se remonta a 1935.

Figura 1. Ejemplos de bioindicadores.

A menudo los cambios ambientales son atribuidos a perturbaciones
antropogénicas por lo que los bioindicadores son frecuentemente estudiados

para evaluar la evolucion de la calidad ambiental (Holt and Miller, 2010).

Existen campos o sectores ambientales, como la politica de aguas, donde
los bioindicadores se vienen empleando desde el afio 2000. Asi en este marco,
el estado de las aguas se clasifica y evalla en base a un conjunto de
indicadores bioldgicos, hidromorfolégicos y de caracter fisico-quimico (UE,
2000).

Hodkinson y Jackson (2005) consideraron que los invertebrados terrestres
comparten con los acuaticos muchas de las caracteristicas que los hacen
valiosos para ser utilizados como bioindicadores, por lo que auguran que en un
futuro la implantacion de los invertebrados terrestres sera similar a la de los

acuaticos.
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Lo cierto es que en relacién a los ambientes terrestres, los bioindicadores
aun no cuentan con suficiente aceptacion por parte de los responsables
politicos, la administracion publica o el sector privado. Esto puede deberse a la
insuficiente estandarizacion de los métodos empleados y la consecuente baja
comparabilidad de los resultados obtenidos (Klumpp y Klumpp, 2004), asi como
a la ausencia de regulacion especifica para los ambientes terrestres
(Hodkinson y Jackson, 2005).

3.5. Colonias de A. mellifera como bioindicadores.

La utilizaciéon de la abeja melifera como bioindicador se remonta a 1935,
cuando Svoboda presintié que este insecto podria proveernos con importante
informacién sobre el impacto medioambiental de ciertas industrias en un area
determinada (Crane, 1984).

Efectivamente Apis mellifera posee excepcionales cualidades y la mayoria
de los requerimientos basicos que la convierten en un valioso instrumento de

monitorizacidon ambiental.

A) Ser bien conocida taxondmicamente, facilmente identificable.

B) Estar ampliamente estudiada.

C) Ser una especie abundante con una amplia area de distribucién
geografica.

D) Permitir su seguimiento a lo largo de un periodo prolongado de
tiempo.

E) Responder a los cambios que se producen en el medio.

F) Ofrecer informacion sobre los riesgos para otros organismos.

G) Tener importancia econémica.

H) Ser facilmente manipulable.

) Suponer un coste reducido.
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A) La abeja melifera es una especie bien conocida
taxondmicamente (Ruttner y Louveaux, 1988), facilmente identificable por
personas no especialistas y no declarada como especie amenazada.

B) Se trata del insecto social mejor estudiado y existen abundantes
datos sobre muchos aspectos de su biologia, fisiologia, comportamiento y
ecologia, incluyendo los agentes patdgenos que las afectan (Von Frish, 1969;
Seeley, 1995). En 2006 un equipo internacional de cientificos logré secuenciar el
genoma de este insecto (The Honeybee Genome Sequencing Consortium,
2006).

C) Es una especie abundante, que tiene una amplia area de
distribucion geografica. Es la abeja mas utilizada en las practicas apicolas de
todo el mundo. Este insecto, nativo de Europa, Oriente Medio y Africa, ha sido
introducido por los apicultores desde el siglo XVII al XIX en América, Asia,
Australia y las islas del Pacifico (Seeley, 1995). Por lo tanto puede ser utilizada
en ambientes diversos y practicamente a nivel mundial, posibilitando la
realizacion de protocolos reproducibles y estandarizables. Ademas, las colmenas
pueden ser deliberadamente transportadas a la zona de estudio y dispuestas
segun los objetivos perseguidos. El nimero de colmenas y los emplazamientos
seleccionados dependera igualmente del propdsito del estudio y de la relacion

coste-eficacia (Bromenshenk y Preston, 1986).

D) Su alta tasa de reproduccion, y una vida media relativamente
corta (entre 4-5 semanas en primavera-verano y 3-4 meses en otofio-invierno),
hace que la colonia se vea sujeta a una rapida y continua regeneracion (Porrini
et al., 2003), de manera que puede proporcionar muestras representativas
regularmente, a diario inclusive, y asegurar la continuidad de estudios a
largo plazo. Esto también permite que se puedan medir los contaminantes que
se vierten al medio ambiente en un determinado periodo de tiempo, asi como
medir su bioacumulacion en los diferentes productos apicolas a mas largo
plazo (Market et al., 2011).
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E) Las abejas meliferas pueden responder a determinadas
alteraciones ambientales de diferentes maneras. De una parte son tolerantes
a ciertos contaminantes, como por ejemplo a metales pesados, por lo que
pueden acumularlos en sus cuerpos o en sus productos; por otra parte,
presentan extrema sensibilidad a otros grupos de contaminantes, como son los
plaguicidas, causandoles en muchas ocasiones la muerte (Porrini et al., 2002).
En ambas respuestas, los pardmetros estudiados (residuos y mortalidad)

pueden ser cuantificados.

F) La abeja melifera ofrece también informacion sobre los riesgos
para otros organismos debido a su sensibilidad a los plaguicidas e insecticidas
(Devillers, 2002a), explicada recientemente por una deficiencia en el nimero de
genes encargados de codificar enzimas de detoxificacion con respecto al
genoma de otros insectos (Claudianos et al., 2006). Ello la convierte en una
herramienta muy interesante para su uso como organismo centinela o sistema
de alerta temprana ante los riesgos ambientales derivados de la utilizacion de
productos fitosanitarios (Bomenshenk y Preston, 1986). De esta manera,
siguiendo a Kevan (1999), elevadas cantidades de abejas muertas delante de
las colmenas y la observacion de comportamientos anémalos en las colonias

son sintomas o signos de serios problemas ambientales.

G) Se trata de una especie de gran importancia ecoldgica y
econOmica, al ser relevante su funcién en la ecologia y en la seguridad
agroalimentaria de nuestro planeta, puesto que forma parte de ese conjunto de
animales que llevan a cabo la polinizacion de numerosas especies botanicas,

tanto silvestres como de interés para la alimentacion de personas y animales.

Desde el punto de vista ecoldgico, los polinizadores juegan un papel
crucial para el mantenimiento de la integridad funcional de los ecosistemas
terrestres (Gallai et al., 2009; Potts et al., 2010), y las abejas, en concreto,
ocupan un lugar central en las redes de biodiversidad de los ecosistemas
(Bascompte et al., 2006, Tautz, 2008). Es conocido que los impactos negativos

sobre especies clave que cumplen un importante servicio ecolégico pueden
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acarrear graves problemas ambientales, por lo que los polinizadores han sido
estudiados como bioindicadores de la salud y biodiversidad de los ecosistemas
(Kevan 1999).

Desde el punto de vista de la seguridad agroalimentaria, segun la FAO
(s.f.) los polinizadores animales, entre ellos las abejas (silvestres vy
domésticas), son responsables del 35% de la produccion mundial de cultivos y
aumentan el rendimiento de 87 de los cultivos alimenticios mas importantes a
nivel mundial, estimandose el valor econdmico de la polinizacion en 153 mil

millones de euros.

H) Las colonias de abejas son sencillas de manipular y la toma de
muestras es muy asequible. Ademas, su alta tasa de reproduccién (3 semanas)
origina numerosos individuos que presentan similares caracteristicas (Devillers,
2002b). El incremento del numero de muestras permite discernir entre las

respuestas estadisticamente significativas (Bromenshenk y Preston, 1986).

) Por todo lo anterior, la utilizacion de estaciones de biomonitoreo
con Apis mellifera es un sistema para evaluar la contaminacion ambiental de
costes reducidos, especialmente en relacion al nUumero de muestras que pueden
ser tomadas (Porrini et al., 2002). Segun los responsables de la administracion
andaluza, una estacion para el seguimiento de la contaminacion atmosférica por
métodos fisico-quimicos en la ciudad de Cérdoba, tenia un coste aproximado de
120.000€ al inicio de nuestras investigaciones, en el afio 2007 (A. Lozano 2007,

com. pers. de 2 febrero).

En la Tabla 1 se comparan caracteristicas de parametros fisico-quimicos,

bioindicadores en general y abejas.
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Tabla 1. Comparacion entre indicadores fisicoquimicos, bioindicadores en general y abejas de

la miel.
CARACTERISTICAS FISICO- BIOINDICADORES | ABEJAS
QUIMICOS

1. Efectos sobre seres vivos. No Si Si
2. Muestreo amplio, uniforme y fiable. No Zonal Si
3. Origen de la contaminacion. No Depende Si
4. Acumulacion. No Depende Si
5. Cualquier habitat. Si No Si
6. Coste razonable. No Depende Si
7. Beneficios ambientales No Si Si

3.6. El proceso de biomonitoreo.

El biomonitoreo o biomonitorizacion consiste en la observacion y
seguimiento en el tiempo de un bioindicador y se manifiesta por la presencia o
ausencia del ser vivo y la influencia de los cambios en su ciclo de vida, por las
modificaciones estructurales y/o morfoldgicas, por las variaciones demograficas
y/o cambios de comportamiento y por la acumulacibn de sustancias
contaminantes particulares en sus tejidos en cantidades medibles (Porrini et al.,
2002).

Si bien ambos términos se usan indistintamente en muchos trabajos,
algunos autores distinguen entre bioindicadores, si éstos muestran la
situacion medioambiental desde el punto de vista cualitativo, y biomonitores,
si ademas lo hacen en términos cuantitativos, mediante comparacion de rangos
o en relacion a un valor considerado de “background” o estandar (Hawksworth
et al., 2005; Anze et al., 2007).
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También se diferencia, desde el punto de vista operativo entre
biomonitoreo activo y pasivo, siendo el biomonitoreo activo, cuando los
bioindicadores son introducidos deliberadamente en el medio ambiente para
ser examinado, y biomonitoreo pasivo cuando se aprovecha de individuos

que ya estan en el territorio (Market et al., 2011).

Sin embargo, para algunos organismos, incluidas las abejas, las
definiciones de pasivo y activo pueden tener otro significado. Asi por ejemplo,
en el biomonitoreo pasivo se detectan sustancias para las que el
bioindicador, por su propia naturaleza, est4 capacitado para capturar en un
entorno determinado, mientras que en el biomonitoreo activo se detecta una
Gnica sustancia para la que el bioindicador ha sido condicionado a percibir,
como por ejemplo los explosivos o las drogas en el caso de las abejas. (C.

Porrini, 2015 com. pers., de 23 enero).

Una particularidad muy interesante de las abejas meliferas durante el
biomonitoreo es que visitan la mayoria de los compartimentos ambientales
(aire, vegetacion, suelo y agua) (Porrini et al., 2002) recogiendo los
contaminantes que circulan en los medios gaseosos, sélidos y liquidos
(Simmons et al., 1990).

Si la colonia quiere tener éxito en la recogida de polen y néctar
(aproximadamente 20 y 120 kg al afio respectivamente), debe desplegar sus
abejas recolectoras entre la vegetaciéon para poder recogerlos de manera
eficiente, en suficiente cantidad y con la correcta calidad nutricional, lo que las
obliga a supervisar cuidadosamente las fuentes de alimento dentro de su area

de pecoreo (Seeley, 1995).

Las especies vegetales también son visitadas para la recoleccién de
secreciones de las partes vivas de las plantas o de las excreciones de insectos
chupadores, que utilizan las abejas para elaborar los mielatos, y acuden a

varias especies botanicas con objeto de recolectar resinas de los brotes para la
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elaboracion de propdleo (Celli y Maccagnani, 2003) o recoger el agua del

proceso de gutacion (Girolami et al., 2009).

Ademas de la vegetacion, las abejas visitan diversos recursos hidricos
(pozos, zanjas de irrigacion, charcas...) para proveer a la colonia de los
aproximadamente 25 kg anuales de agua que necesitan para la dilucion del
alimento de la cria y el enfriamiento de los panales de cria en temporadas
calurosas (Seeley, 1995). Segun Balestra et al.,, (1992), la cantidad puede

llegar a ser de medio litro por dia y colmena en climas templados.

Junto con los recursos necesarios para la supervivencia de la colonia,
diversas sustancias, contaminantes 0 no, pueden ser recogidas
involuntariamente y llevadas a un punto fijo, la colmena, donde dichos recursos
son utilizados, distribuidos y/o almacenados y quedan disponibles para ser
analizados (Porrini et. al, 2002; Celli et al., 2003).

Ademas de todo ello, el cuerpo de las abejas esta cubierto de quetas
ramificadas que se cargan electrostaticamente con el vuelo, y esto las convierte
en colectoras extremadamente efectivas de sustancias quimicas o bioldgicas
con las que entra en contacto (Erickson 1975; Bromenshenk et al,. 2002). Y
asi, durante los vuelos que realizan en busca de recursos, las abejas pueden
atrapar casualmente las particulas del aire en sus quetas o inhalar diversas
sustancias que pueden quedar retenidas en su interior (Porrini et al., 2002; Celli
et al., 2003).

Asi, para satisfacer sus necesidades, una colonia de abejas funciona
como una gran entidad ameboide y difusa, que puede extenderse a una gran
distancia en multiples direcciones simultdneamente (Seeley, 1995). El area en
el cual las abejas pecorean e interceptan contaminantes depende de la calidad
de los recursos disponibles (Couvillon et al., 2014). La distancia que pueden
recorrer las recolectoras desde la colmena puede variar entre menos de 1 km
Garbuzov et al., 2014) hasta aproximadamente 10 km si los recursos escasean

o0 es detectada una floracion muy atractiva (Beekman y Ratnieks, 2000),
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abarcando entonces un area media que puede alcanzar los 100 km?. En
situaciones con una buena alimentacion se estima una superficie de unos 7

km? con radios de pecoreo de entre 1,5 km y 2 km (Crane, 1984).

Miles de “micromuestras” de la zona circundante a la colonia son
traidas por estas abejas cuando regresan a la colmena. Cada abeja puede
hacer hasta diez vuelos al dia (Winston, 1987) visitando aproximadamente
1000 flores de las que toman néctar (Porrini et al., 2002), o en torno a 800 para
llenar las cestillas de polen (Celli et al., 2003).

Alrededor de una cuarta parte de los miembros de la colonia son abejas
recolectoras (Seeley, 1995). Eso significa que, diariamente, un numero
considerable de individuos estan “recolectando informacion” si se tiene en
cuenta que, la poblacién media de una colonia, oscila entre 20.000 y 40.000

individuos, aunque ésta aumenta o disminuye segun la época del afio.

Con las colonias de Apis mellifera podemos ademas trabajar con
distintas matrices. Asi muestras de abejas, larvas, polen, miel, propéleo y/o
cera pueden utilizarse para evaluar distintas caracteristicas de la salud
ambiental de una zona determinada. Por ejemplo, en ambientes contaminados,
un analisis del polen recogido por las abejas puede aportar informacion de la
procedencia de los contaminantes (Porrini et al., 2002) si se cuenta con un

mapa floristico de la zona.

Ademas, como las colonias pueden ser inspeccionadas y son faciles de
manejar, se pueden tomar datos sobre la influencia de algunas perturbaciones
ambientales en el desarrollo de la colonia. Parametros como la poblacion de
abejas adultas, la cantidad de cria, la produccion de cera o la cantidad de miel
y polen cosechados, pueden ser medidos cuantitativamente y establecer
diferencias entre colonias expuestas 0o no a determinados riesgos
(Bromenshenk et al., 1991).
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Es preciso sefalar, por ultimo, que siendo la apicultura una actividad
ganadera extendida por todo el mundo, los apicultores pueden convertirse en
formidables aliados en la evaluacion medioambiental. Bromenshenk y Preston
(1986), por ejemplo, coordinaron una red de apiarios profesionales, localizados
en mas de 40 puntos diferentes, con el propdsito de monitorizar una amplia
gama de contaminantes en una vasta region de la costa noroeste del estado

americano de Washington.

Mas recientemente, durante la pasada década, miles de apicultores en
Europa y EEUU advirtieron irregularidades en el desarrollo de las colonias que
les causaron numerosas pérdidas de colmenas. La alerta suscitada por los
cuantiosos perjuicios economicos en agricultura y por el posible impacto
medioambiental de la pérdida de colonias, condujo a numerosos investigadores
a estudiar a fondo las causas de lo que se denominé posteriormente en EEUU
“Colony Collapse Disorder” (Van Engelsdorp et al., 2009; Pettis y Delaplane,
2010) y en Europa “Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas” (Genersch
et al., 2010; Maini et al., 2010).

Pese a todas las ventajas destacadas en el biomonitoreo con abejas
meliferas como organismos bioindicadores, existen sin embargo algunas

limitaciones (Porrini et al., 2002):

¢ En dias lluviosos las abejas no salen de la colmena y la temperatura
debe ser al menos de 10°C para permitir el vuelo, por lo que en

determinadas latitudes no pueden ser usadas en invierno.
e Las abejas recolectoras pueden no regresar a su colmena al
desviarse hacia otras colmenas por el fenomeno de la deriva o al

morir en el exterior de forma natural o por algun tipo de xenobiético.

e No es facil hacer un censo real de la colonia, sobre todo en cuanto a

la edad y etapa de desarrollo de sus miembros.
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e La tendencia incontrolada de las familias a escoger su fuente de

alimento de forma auténoma.

Como muestra la Tabla 2, en la biomonitorizacibn ambiental con abejas
meliferas existen distintos niveles, de acuerdo a su complejidad técnica y

metodoldgica (Accorti, 1994).

Tabla 2. Niveles de monitorizacion ambiental con abejas meliferas (segun Accorti, 1994).
a=colmena tradicional, b=colmena especial, c=trampa para abejas muertas, d=trampa de

polen, e=recoleccion de pecoreadoras, f=fuerza de la colmena, g=contador de abejas

electronico.
Nivel | Il " v \% VI
) o Polinizacion o o o
Contexto Apicultura Polinizac. o Monitorizac. | Monitorizac. | Monitorizac.
Monitorizac.
Método contaje Manual Manual Manual Manual Manual Automatico
Equipo y técnica a, c a, c a, cd a,cd,e a,c,d,ef | brcdefg
Frecuencia
1X7dias |1-2X7dias| 1-3X7dias | 1-5X7dias | 3-5X7 dias Continuo
muestreo
Tiempo requerido + +/++ +/++ +++ +++ +/++++
Cualificacion
] + + + ++ +4++/++++ ++++
requerida operador
Sensibilidad + +/++ ++/+++ ++/+++ ++++ ++++
Coste + + ++ ++ +++ ++++
Aplicabilidad en el
++++ +++ +++ ++ + +
campo

El desarrollo tecnolégico puede ayudar a remediar algunas de las

limitaciones mencionadas.

Actualmente se dispone,

por

ejemplo,

de

contadores de abejas electronicos (Beescan®) que se colocan en la piquera
y registran la entrada y salida de abejas mediante unos sensores. Este
contador, de alta resolucion entre dos grabaciones sucesivas y buena

compatibilidad con el software estadistico estandar, comprende 32 canales
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bidireccionales con paso individual para evitar un flujo continuo de abejas. Este
sistema afade informacion al método tradicionalmente usado para contabilizar
abejas muertas, que consiste en la colocacion de una jaula “underbasket” bajo

la colmena (Accorti et al., 1991).

Ademas se han desarrollado métodos de evaluacién no invasivos de la
poblacion del interior de la colmena mediante una camara de infrarrojos,
encontrando que los mejores resultados se obtienen al amanecer, cuando el

contraste térmico entre la colmena y el suelo es mayor (Shaw et al., 2011).

Asimismo, se han desarrollado avances tecnoldgicos para el seguimiento

de las abejas pecoreadoras en sus vuelos de inspeccion y forrajeo.

El método desarrollado por Riley et al.,, (1996) basado en el radar
armonico, es un ejemplo de ello. Utilizando diminutos detectores electronicos
pegados al térax de abejas pecoreadoras, las siguieron en un rango de 700
metros y a una altitud de entre pocos centimetros sobre el suelo hasta cerca de

3 metros.

Shaw et al. (2005) desarrollaron varios métodos mediante la tecnologia
LIDAR (acronimo del inglés Light Detection and Rangingo Laser Imaging
Detection and Ranging), por la cual se pueden obtener datos de la posicion y

elevacion de los insectos en el territorio.

Las técnicas de Identificacién por Radiofrecuencia o RFID (acronimo del
inglés Radio Frecuency Identification) ofrecen, segun Decourtye et al., (2010),
numerosas ventajas para el seguimiento de abejas, ya que permiten
monitorizar e identificar a un gran namero de individuos simultaneamente, y

registrar y almacenar la informacion de forma rapida.

De esta forma, puede verse como las nuevas tecnologias van a ir
incorporando nuevas formas de medicion que complementen el convencional

biomonitoreo a pie de campo. A través de las TICs (Tecnologias de la
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Informacién y la Comunicacion), sera posible obtener informacion en tiempo
real, en cualquier parte del mundo, de estaciones preparadas para ello. Es
posible disponer de cadmaras de vision, microfonos, sensores de temperatura,
humedad y peso por control remoto, agilizando la toma de decisiones en

estudios de monitoreo ante situaciones anémalas (Ruiz et al, 2013).

3.7. Tipos de estudios realizados con A. mellifera.

Por las ventajas descritas anteriormente, muchos investigadores estan
utilizando las abejas meliferas y sus productos en distintos tipos de estudios de

calidad y contaminacién medioambiental.

Cambio climatico y biodiversidad.

Colonias de abejas han sido empleadas en estudios de cambio
climatico. Asi por ejemplo Esaias et al. (2009) utilizaron el peso de una red de
colmenas para definir la fenologia del flujo de néctar y recogieron informacion
de la Tierra via satélite, para entender el impacto del Cambio Climatico y de las
cubiertas vegetales en las relaciones planta-polinizador. Comprobaron que en
la regiébn Mid-Atlantic (EEUU) el flujo de néctar es ahora 25 dias antes que en
1970, y que este hecho esta muy relacionado con el aumento de las

temperaturas minimas de invierno.

La iniciativa de CSI Pollen del grupo de investigadores de la asociacion
Coloss, pretende estudiar la nutricion de las colonias de Apis mellifera pero
supone ademas una informacién muy importante sobre la biodiversidad de

plantas fanerégamas y flora apicola (COLOSS, 2015).
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Particulas (PM).

Durante el vuelo de las abejas, las particulas del aire pueden ser
adheridas a su cuerpo, o pueden ser ingeridas. Negri et al. (2015) analizaron la
morfologia y caracteristicas quimicas de las particulas del aire encontradas en
distintas partes de las abejas, mediante técnicas de microscopia electronica de
barrido y radiografia espectroscépica. En menos de tres semanas el cuerpo de
las abejas estuvo cubierto por miles de particulas. Su analisis le permitio
identificar tres categorias de particulas procedentes de la industria, de

yacimientos mineros abandonados y del suelo, respectivamente.

Metales pesados.

Por su tolerancia y posibilidad de acumulacion, las colonias de abejas
también han sido utilizadas para la deteccidbn y evaluacibn de otros

contaminantes tales como metales pesados (ver mas adelante).

Is6topos radiactivos.

Colonias de A. mellifera se han empleado en la detecciéon y evaluacion
ambiental de is6topos radiactivos por su tolerancia a estos elementos y su

posibilidad de acumularlos, tanto en los individuos como o en los productos.

El uso de la abeja para monitorizar isétopos radiactivos data de 1950 pero
no fue hasta el accidente de Chernobyl en 1986, cuando quedd demostrada la
eficacia de este insecto para detectarlos. Con este propdsito, Tonelli et al.
(1990) dispusieron una red de colmenas en el norte de Italia concluyendo que
las abejas y especialmente el polen resultaron ser buenos indicadores. BariSi¢

137

et al. (1999), en Croacia, determinaron que, en el caso del Cs™", los mielatos

pueden ser buenos bioindicadores y mostrar las consecuencias de sucesos de
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contaminacion a escala global y local, incluso mucho tiempo después de que

hayan acontecido.

En 1998, las estaciones de biomionitoreo permanente de la Universidad

de Bolonia detectaron una inusual presencia de Cs**’

en las abejas, atribuida
posteriormente a un accidente nuclear que tuvo lugar en Algeciras (Espafa), a

mas de 2000 km de distancia (Porrini et al., 2002)

Por su parte Haarmann (1998), que estudid la colonia de abejas para
explorar los movimientos de material radiactivo desde los componentes
abidticos a los sistemas biol6gicos, pudo determinar el origen de la

contaminacion en una laguna de residuos radiactivos.

Segun Ravetto et al. (1988), las colonias de abejas podrian considerarse
para tener bajo control una estacion nuclear desde antes de su construccion,

durante la misma y, posteriormente, durante el tiempo de vida productiva.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

Estos contaminantes pueden ser también acumulados en los tejidos de
las abejas o en sus productos. Dobrinas et al. (2008) utilizaron muestras de
miel y propdleo para evaluar la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos, y Amorena et al. (2009) utilizaron a las abejas con el mismo fin,
no detectando niveles alarmantes de estos compuestos en ningdn caso.
Lambert et al. (2012a), que emplearon muestras de abejas, miel y polen,
concluyd que las abejas fueron la matriz mas sensible, tanto para detectar
bajas concentraciones de HAP en el ambiente como los picos de

contaminacion.
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Diéxido de azufre (SO,).

Ponikvar et al. (2005) comprobaron como el contenido de SO, en miel se
redujo proporcionalmente a como lo hicieron las emisiones de una central

eléctrica (de carbon) tras tomar medidas correctoras.

Compuestos orgéanicos volatiles o semi-volatiles.

Utilizando tubos con tamices moleculares de carbon, Smith et al. (2002)
extrajeron aire del interior de colmenas situadas en una antigua zona militar en
proceso de restauracion. Ademas de detectar los compuestos liberados por la
fisiologia de las abejas, las reservas de la colmena, y los componentes de su
construccién, encontraron una amplia gama de compuestos organicos
voléatiles o semi-volatiles que son contaminantes, tales como los derivados de

combustibles fosiles, disolventes industriales, plaguicidas y explosivos.

Plaguicidas.

Ademas de organismo test, las colonias de A. mellifera han sido usadas
como bioindicadoras de la calidad ambiental derivada del uso de plaguicidas
por su sensibilidad o su acumulacion en los productos apicolas. La mortalidad
de abejas y el andlisis de las mismas (Porrini et al, 1998; 2002; 2014; Ghini et
al., 2004), el analisis de la miel (Balayannis y Balayiannis, 2008), o el analisis
de abejas del interior de las colmenas, del polen y de la cera (Chauzat et al.,
2011), pueden utilizarse para ello. La identificacion del ingrediente activo, su
nivel de peligro, su distribucién espacial y temporal, la determinacion de
periodos o lugares en los que fue utilizado inapropiadamente o la deteccién de
sustancias no autorizadas, son algunas de las posibilidades que ofrece este

sistema y mencionadas por estos investigadores.
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Recientemente la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha
llevado a cabo una importante revision de la guia para la evaluacion del riesgo
de los plaguicidas en abejas, en linea con las preocupaciones expresadas por
miembros del Parlamento Europeo y asociaciones de apicultores a la Comision,
por las implicaciones que pudieran tener los plaguicidas en el despoblamiento
de las colmenas, haciéndose también extensiva a los abejorros y a las abejas
solitarias (Comisién Europea, 2010; EFSA, 2013). La conveniencia de incluir
programas de monitoreo y vigilancia en toda la UE para evaluar el desarrollo de
las colonias, los efectos subletales de los plaguicidas y la mortalidad real de

abejas en campo comienza a ser una necesidad imprescindible (EFSA, 2014).

Microorganismos.

Por su cuerpo velludo y comportamiento forrajero, las colonias de abejas
también han sido utilizadas para detectar diversos tipos de microorganismos.
La presencia de agentes patdégenos de plantas cultivadas que causan graves
perjuicios tanto en términos fitosanitarios como econdémicos, pueden ser
detectadas por las abejas, incluso en ausencia de sintomas, como es el caso
de la bacteria Erwinia amylovora (Burril, 1882) Winslow et al., 1920, un hongo
que afecta a la familia de las rosaceas (Sabatini et al., 2006), del Virus del
Mosaico del Pepino, o de Phytophthora infestans (Mont). de Bary, 1876, que
infecta a plantas de la familia de las solanaceas (Ruiz, 2013).

Otra estrategia de muestreo fue utilizada por Ergin et al., (2004), quienes
analizaron muestras del raspado del interior de colmenas fabricadas con
espuma de poliestireno para la deteccion del hongo Cryptococcus
neoformans var. grubii (San Felice) Vuillemin, 1894. Este hongo puede
encontrarse en determinadas plantas y es responsable de infecciones graves
potencialmente mortales en pacientes inmunodeprimidos. El método utilizado
resultdé ser mas practico, rapido y efectivo para cribar un area determinada que
el muestreo de plantas con el mismo fin. En ensayos controlados Lighthart et

al. (2004; 2005) demostraron la adsorcion de las esporas de la bacteria
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Bacillus atrophaeus Nakamura, 1989 y del bacteriéfago MS2 de Escherichia
coli (Migula, 1895) al cuerpo de la abeja durante sus vuelos, sugiriendo que
esta metodologia podria permitir realizar un screening (cribado) de una zona
para la deteccion precoz de agentes usados en bioterrorismo 0 guerra

bioldgica.

Cultivos transgénicos.

Los efectos directos de OGM (Organismos Modificados Genéticamente)
sobre las abejas no parecen muy claros. Algunos investigadores, como Malone
y Phan-Delégue (2002), consideran que dichos efectos dependerian de la
naturaleza de la nueva proteina expresada por la planta, su especificidad y su
modo de accion, y que algunas de ellas podrian afectar a la longevidad del
insecto. En este caso, las abejas podrian servir para evaluar el impacto de los
cultivos transgénicos en otros polinizadores. Tesoriero et al. (2004), que
trabajaron con semillas de colza modificadas, no observaron, sin embargo,

comportamientos anémalos en las abejas pecoreadoras.

En el afio 2005, un apicultor descubrié en su miel trazas de maiz OGM
MONB810. Tras varios afios de polémica por la inclusion o no de esta
circunstancia en la etiqueta del envase, el Parlamento Europeo, en enero de
2014, aprob¢ finalmente una enmienda de la Directiva de la miel 110/2001, en
la que se define al polen como un componente de la miel, en vez de como un
ingrediente (UE, 2014). Independientemente de la repercusion en la calidad de
la miel y otros productos apicolas, este hecho indica que las colonias de Apis
mellifera pueden detectar campos de cultivo con plantas transgénicas a través
de un andlisis polinico de las propias abejas o sus productos, especialmente en
aguellos paises donde el cultivo de estas plantas esté prohibido o restringido a

ciertas areas.
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Otras aplicaciones.

Por la respuesta refleja de la extension de la probdscide en abejas
entrenadas, A. mellifera también ha sido utilizada para la deteccién de distintas
sustancias. Esta respuesta ocurre naturalmente cuando las antenas, el tarso o
partes de la boca de la abeja entran en contacto con una solucién azucarada.
Tan sélo el olor de la sustancia problema provoca esta respuesta en la abeja si
previamente aprenden a asociarlo al alimento que se les ofrece (Bitterman et
al., 1983).

Bromenshenk et al. (2002) aprovecharon este comportamiento para
investigar sobre la deteccion de explosivos y minas. Segun este investigador,
las ventajas respecto a otros animales utilizados con este objetivo, como es el
perro, radican en que pueden ser entrenadas en uno o dos dias, miles de
abejas recorren un éarea extensa en menos tiempo, lo hacen de forma
auténoma y, en consecuencia, sin riesgo alguno para el perro y las personas

que lo llevan.

Se han desarrollado diversos protocolos de entrenamiento o
adiestramiento para la deteccién de efectos subletales en el comportamiento
causadas por factores ambientales estresantes, toxinas y pesticidas (Smith y
Burden, 2014), asi como en estudios ecolbgicos, neurobiolbgicos y psicologicos
(Matsumoto et al., 2012).

Otros autores han utilizado la respuesta refleja de la extension de la

probdscide para la deteccion de narcoticos (Thwaites, 2010).
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3.8. La colonia de abejas como bioindicador de metales

pesados.

Al igual que las abejas meliferas, otros bioindicadores han sido utilizados

para evaluar la contaminacion por metales pesados.

En el siglo XIX los liguenes fueron reconocidos por primera vez como
posibles bioindicadores, aunque hasta 1960 no se identificé al SO, como factor
principal de su declive. Actualmente se conoce que detectan también otra serie

de contaminantes, entre ellos los metales pesados (Hawksworth et al., 2005).

Junto con los liquenes, los musgos pueden ser considerados los
organismos bioindicadores mas comunmente utilizados en estudios de
biomonitoreo de la contaminacion atmosférica, fundamentalmente por su
capacidad de obtener los nutrientes de fuentes aéreas mas que del sustrato
(Wolterbeek, 2002).

Gran variedad de plantas han sido también ampliamente utilizadas con
este fin. Por ejemplo en EuroBionet, Red Europea para la Evaluacion de la
Calidad del Aire a través del Uso de Plantas Bioindicadoras, se utilizaron dos
especies de plantas, Populus nigra Linnaeus, 1753 y Lolium multiflorum
Lamarck, 1779, durante tres afios (1999-2001), en ciudades como Valencia y

Barcelona (Klumpp y Klumpp, 2004).

Muchas especies de invertebrados terrestres son conocidas por ser
eficientes acumuladoras de metales pesados, asi como por sus respuestas
fisiologicas y bioquimicas frente a su exceso. Entre ellos, las lombrices de
tierra, los caracoles y los artropodos, especialmente isépodos y colémbolos,
son de uso comun como indicadores de la contaminacién de metales pesados
en el suelo (Martin y Coughtrey, 1982; Dallinger, 1994; Cortet et al., 1999)

Entre los animales vertebrados, los pequefios roedores y las aves son los

utilizados con mas frecuencia, y los cuernos de venado y las plumas de urraca
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han sido también valorados como buenos indicadores de la contaminacién por

metales pesados (Zakrzewska et al., 2010).

Desde la década de los 70, el nUmero de estudios sobre el uso de las

colonias de abejas para monitorizar la contaminacion por metales pesados se

ha ido incrementando (Celli y Maccagnani, 2003).

Las abejas y sus productos se utilizan como bioacumuladores en los

estudios de biomonitoreo de metales pesados:

La bioconcentracion de metales pesados en el cuerpo de las abejas es un
pardmetro indicador adecuado porque en sus vuelos de pecoreo, pueden
capturar involuntariamente estos elementos en las quetas de la superficie
de su cuerpo o, por ingestiébn o inhalacion, acumularlos en su interior
(Porrini et al., 2003).

La bioconcentracion de metales pesados en la miel es, igualmente, un
pardmetro apropiado ya que estos elementos presentes en el suelo pueden
ser transferidos desde éste a las flores 0 a otras partes de las plantas
visitadas por las abejas, alcanzando el néctar (Leita et al.,, 1996; Boyd,
2009) y las melazas (Barisi¢ et al.,, 1999), que son transportados a las
colmenas para la formacion de la miel o los mielatos. El tipo de planta, la
movilidad de estos elementos y su disponibilidad en el suelo influyen en
dicha transferencia (Gall et al., 2015). La naturaleza higroscopica de la miel
puede también facilitar la absorcién de elementos contaminantes (Bibi et
al., 2008).

Tanto la miel como el polen también pueden acumularlos si el polvo
metalico del aire se asienta por deposicion atmosférica o se diluye por la
lluvia o el rocio en las partes de las plantas visitadas por las abejas
(Kalbande et al., 2008; Boyd, 2010). Las propias abejas pueden
incorporarlos a los productos si sus cuerpos estan cargados de metales

pesados (Bogdanov et al.,, 2007). Factores naturales como el origen
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botanico y geografico tienen una importante influencia en el contenido de

metales pesados en los productos (Bogdanov et al., 2007).

Pocos conocimientos se tienen sobre los efectos que pudiera tener la
acumulacion de estos elementos en el insecto. En este sentido, Hladun et al.
(2012) comprobaron en laboratorio que las abejas sometidas a dosis cronicas
de seleniato (forma inorgéanica de Se que aparece en plantas que acumulan
este elemento), tienen menor respuesta al gusto por los azucares, lo que
podria influir en la entrada de recursos a la colonia. Se ha destacado que
aunque inicialmente las abejas tendrian tolerancia a los metales pesados,
podrian tener lugar algunas interferencias en rutas metabdlicas y reacciones
enzimaticas y bioquimicas por parte de determinados iones metalicos (Ruiz,
2013). Ambos autores, sefialan la necesidad de seguir investigando sobre

estos supuestos.

3.9. Estudios previos de biomonitoreo con A. mellifera para

evaluar la contaminacion por metales pesados.

En las Tablas 3 y 4 se hace una recapitulacion de los principales estudios
de biomonitoreo de metales pesados con colonias de Apis mellifera, donde se
sefala la metodologia empleada, los resultados obtenidos y las conclusiones

de estos estudios.

Es necesario destacar que en esta relacién, no se han tenido en cuenta
los trabajos en los que se ha recolectado una sola muestra, en un determinado
momento, aunque se haya recogido en un territorio muy extenso y diverso. La
metodologia empleada en este tipo de estudios es apropiada para hacer un
interesante screening de la zona, pero no pueden ser considerados como
estudio de biomonitoreo porque no existe un seguimiento a través del tiempo,
gue es un factor clave y diferenciador entre biomonitoreo y toma de muestras

puntual.
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En las mencionadas Tablas se puede ver que se han seleccionado
investigadores fundamentalmente del hemisferio norte y, de entre ellos,
destaca el gran nimero de estudios realizado en Italia. Puede decirse que este
pais ha sido pionero en la puesta en marcha de investigaciones en este campo,
tanto de metales pesados como de otros xenobiéticos. En concreto, desde la
década de los 70 la Universidad de Bolonia ha contado con una red de
estaciones con este fin. En los ultimos afios la red de estaciones también ha
sido utilizada para el estudio y seguimiento de los factores que influyen en el
“despoblamiento de las colonias”, a través de proyectos como Apenet y Beenet,

desarrollados en los ultimos afnos.

39



Tabla 3. Resumen de la Metodologia en estudios de biomonitoreo con A. mellifera para la evaluacién de contaminacion por metales pesados.
Notas: Ab, Ne, Mi, Po, La, Ja, Pro, Ce, Mf: Abejas, Néctar, Miel, Polen, Larvas, Jalea, Propdleo, Cera, Masa Fecal

INVESTIGADORES | METALES PESADOS MATRICES LOCALIZACIONES PERIODOS
Balestra et al., 1992 Cd Cr Ni Pb Ne; Po; La. 5 estaciones (Roma) Abr a Sep
Italia Aire 2 colmenas / estacion Mensual
Bilalov et al., 2015 Cd Cu Fe Mn Pb Zn Ab (cuadros reservas) 18 apiarios (9 control y 9 industria o carretera) Juny Oct
Rusia 1 colmena / apiario Mensual
Conti y Botre, 2001 Cd Cr Pb Ab; Ne; Po; Pro; Ce. 5 estaciones (1 en Romay 4 alrededor ciudad, 1 préximo a Abr a Jun
Italia carretera) Ab: Cada 6 semanas
2 colmenas / estacion Ne y Po: Quincenal
Pro y Ce: Mensual
Lambert et al., 2012 Pb Ab; Mi; Po. 18 apiarios (5 agrarios, 6 pastizal con setos, 5 urbanos y 2 islas) Abr a Oct. 2 afios consecutivos
Francia 8 colmenas / apiario Bimensual aprox. (4 veces)
Leita et al., 1996 Cd Pb Zn Ab vivas y muertas; 12 colmenas (encrucijada extraurbana) Jul a Sep
Italia Mi; Ja; Po; Pro. Ab: Semanal
Marcadores ambientales Mi y Ja: Semanal
(Agua, Trifolium pratense)
Perugini et al., 2011 Cd Cr Hg Pb Ab 8 estaciones (4 silvestres y 4 urbanas) May a Oct
Italia 3 colmenas / estacion Mensual
Roman, 2009 As Cd Hg Pb Po 2 apiarios (1 agricola-forestal, 1 campo aviacién abandonado.) Jun a Ago. 2 afios consecutivos
Polonia 36 colmenas / apiario Mensual
Roman, 2010 Cd Cu Pb Se Ab 14 apiarios (7 urbanos y 7 agricola-forestales) Otofio. ler y 2° afio
Polonia Mi (mezcla de colmenas) 5 6 10 colmenas / apiario Primav. y Verano. 2° afio.
Ab: 4 veces; Mi: 1 vez
Ruschioni et al., 2013 Cd Cd Ni Pb Ab 11 estaciones (6 naturales, 3 naturales-agricolas y 2 naturales- May a Oct. 3 afios consecutivos
Italia Ne industria y urbano) Mensual
2 colmenas / estacion
Satta et al., 2012 Cd Cr Pb Ab (cepillando piquera) 3 estaciones (2 en mina abandonada y 1 en control) Mar, May, Jul, Nov. 3 afios

Italia Ne; Po. 3 colmenas / estacion consecutivos
Agua; Suelo Bimensual
Diversidad de Hormigas

Van der Steen et al., Al As Cd Co Cr Cu Li Mn Mo Ab (cuadros reservas) 3 estaciones (1 urbana-industrializada, 1 rural-industrializada, y 1 Jul a Sep

2012 NiPb SbSe SnSrTiVZn costera-industrializada) Quincenal

Holanda 3 colmenas / estacion

Van der Steen et al., CdPbV Ab (cuadros reservas) 3 estaciones (1 urbana-industrializada, 1 rural-industrializada, y 1 July Ago

2015 Aire costera-industrializada) Quincenal

Holanda 3 colmenas / estacion

Zhelyazkova, 2012 Cd Co Cu Fe Mn Ni Pb Zn Ab 6 apiarios (diferentes distancias a zona militar) May y Jul

Bulgaria Mf 3 colmenas / apiario Mensual

Zugravu et al., 2009 Cd Pb Ne 12 estaciones (6 carreteras e industria y 6 natural) Verano (mes y medio)

Rumania 3 colmenas / estacion Quincenal
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Tabla 4. Resumen de Resultados y Conclusiones en los estudios citados en la Tabla 3.
Notas: Ab, Ne, Mi, Po, La, Ja, Pro, Ce, Mf: Abejas, Néctar, Miel, Polen, Larvas, Jalea, Propdleo, Cera, Masa Fecal. MP: Metales Pesados. (*): Diferencias estadisticamente significativas.

Investigadores

Metales pesados

Resultados

Conclusiones

Balestra et al., 1992
Italia

Cd Cr Ni Pb

Tendencia similar de Pb en Aire y Ne
Estimacién de la proporcién de MP en Aire (ug/m®) y Ne (mg/kg):
1000/2000 para Niy Pb; 2000/4000 para Cr; 3000/5000 para Cd.

No correlacién entre matrices biolégicas y datos
abioldgicos.

Bilalov et al., 2015
Rusia

Cd Cu Fe Mn Pb Zn

Diferencias espaciales:
Cd*, Pb* y Mn* > en industriales y carreteras.
Diferencias temporales: Cd*y Mn* > en Jun.

Ab de Otofio no acumulan mayor cantidad de MP.

% concentracién de MP en Ab de Verano y Otofio para
evaluar nivel de contaminacion ambiental.

Diferencias espaciales mas marcadas que temporales

Conti and Botré, 2001 Cd Cr Pb Diferencias espaciales: ¢ Concentracion de MP en areas “limpias” correlacionado con
Italia Ab: Cd*, Cr*y Pb* > en Roma. niveles mas bajos de la literatura.
Po: Cd* > en Roma, Pb* >en Romay comparable carretera. e Zonas periurbanas considerados puntos de referencia con
Pro: Cd*, Cr*y Pb* > en Roma y comparable carretera. baja contaminacion (menos para Pb)
Ce: Cd*, Cr*y Pb* > en Roma. e Ab, Po, Pro y Ce mas (tiles que Mi.
Lambert et al., 2012 Pb Diferencias espaciales de Pb: e Ab y Po similares niveles y variaciones temporales.
Francia Ab: Pb > en urbanas y pastizales con setos. e Ab > sensibles a los picos de contaminacion.
Ney Po: Pb > en pastizales con setos. e Mi < contaminada. No relacién contaminacion de Ab y Po.
Diferencias temporales de Pb: o Urbanos y pastizales con setos >contaminacion que
Ab: Pb* > en Jun-Jul 2008, Jul-Ago 2008, Sep-Oct 2008. agricolas e islas.
Ne: Pb > en Abr-May 2009, Jun-Jul 2009. : . :
Po: Pb* > en Jul-Ago 2008, Sep-Oct 2008, Jun-Jul 2009. y ngé’g;’).de muestreo influye (altas concentraciones. en
Leita et al. 1996 Cd Pb Zn Cdy Zn > en superficie Ab (deposicién). Pb > en interior. ¢ Productos de Ab y marcadores ambientales son Utiles para
Italia Ab muertas mostraron una acumulacion progresiva. presencia de MP.
Jay Ne, gran cantidad de MP. e Ab muertas, Util para verificar acumulacion de MP.
Relacion lineal entre Cd en Ne vy en flores de Trifolium pratense.
Perugini et al., 2011 Cd Cr Hg Pb Hg: no presencia. e Coincidencia entre declive de Cd e incremento de Cr
Italia Diferencias espaciales: observados en informes ambientales consultados.
Pb* > en urbano ( > cerca del aeropuerto); Cd* > en urbano. e Ab detectan concentraciones de MP en reservas naturales,
Diferencias temporales: Cr* > en Ago que Sep y Oct. consideradas “limpias”.
Roman, 2009 As Cd Hg Pb Diferencias espaciales: e Utilidad como bioindicadores, por diferencias entre zonas.
Polonia As* Cd* Hg* y Pb > en campo de aviacién militar. e Po con alto contenido de Cd en agricola.
Excedieron el estandar aceptable en zona agraria: e Analizar Po destinado a consumo humano
Pb: 20 muestras en 2005 y 11 en 2006
Excedieron el estandar aceptable en zona militar:
Pb: 33 muestras en 2005 y 21 en 2006.
Cd: 31 muestras en 2005 y 36 en 2006.
Roman, 2010 Cd Cu Pb Se Diferencias espaciales: e Periodo influy6 en rango de acumulacién de MP.
Polonia Cu, Pby Se > en urbano; Cd > en agricola-forestal. e Concentracion de Cu mas estable y de Pb cambiante.

Diferencias temporales:
Cd, Cu* y Pb* > en Primavera 2009; Se* > en Otofio 2008.
Secuencia de gama de metales: Cu >> Se >> Pb > Cd.

Urbano con altas concentraciones de Cu, Sey Pb en Ab, y
agricola-forestales con altas concentraciones de Cd.
No relacién entre contenido de MP en Mi y cuerpo Ab.
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Tabla 4 (continuacién)

Investigadores

Metales pesados

Resultados

Conclusiones

Ruschioni et al., 2013 Cd Cd Ni Pb Excede los limites: e Ab, con concentraciones mas altas.

Italia Ab: Cd en 11,6% de los casos; Cr en 19,7% de los casos; Ni en o Medias estacionales, excedieron los limites:
5.1% de los casos; Pb en el 4,6% de los casos. e  Cr, mas a menudo.
Ne: Cr (11,1% de los casos); Ni en 1,5% de los casos. e Cdy el Pb, a continuacion.
Diferencias espaciales dentro de los afios: N ” -
Ab: Cd* en 2009 y 2010; Ni* y Pb* en 2009; Ne: Ni* en 2009 y 2010. *  Ni, nunca excedic los limites.
Diferencias mensuales dentro de los afios:
Ab: Cd*y Cr* en 2008 y 2009; Ne: Ni* en 2010.
Diferencias anuales dentro de cada sitio
Ab: Cr* y Ni* en sitio b; Cr* y Pb en sitio e; Cd* y Ni* en sitio f; Cr*
en sitio h. Ne: Ni* en sitios c; d, e, f, i.

Satta et al., 2012 Cd Cr Pb Diferencias espaciales: e Ab como los bioindicadores mas fiables de yacimientos

Italia

Ab: Cd* y Pb* > en minas; Ne: Cd* > en minas.

Po: Cd* y Pb* > en minas; Cr* > en control.

Diferencias temporales:

Ab: Pb > en Jul; Ne: Cr* > en May y Nov; Cr* > en 2009.

Po: Cd* > Nov; Cr* > en May, Jul y Nov; Pb* > en May y Jul.
Correlaciones significativas entre media anual de:

Cd de Aguay Po; Pb de Aguay Ab y Po.

Cd de Sueloy Ab y Po; Cr de Suelo y Po;

Pb de Sueloy Ab y Po.

Hormigas: Baja variabilidad en minas (por escasez de vegetacion)

mineros en desuso, mejor correlaciéon con los datos del
Suelo.
¢ Po también informacion util. Mi, no es representativa.

e Combinacién del biomonitoreo con Ab y Hormigas es fiable
en estudios de impacto ambiental por MP.

Van der Steen et al., 2012
Holanda

Al As Cd Co Cr Cu Li
Mn Mo Ni Pb Sb Se

Diferencias espaciales:
Co* > en rural industrializada.

e Ab detectan diferencias espaciales y temporales, incluso a
bajos niveles de polucion.

SnSrTiVZn Sr* > en urbana y costera industrializada. ¢ Mayores fluctuaciones temporales.
V* > en costera industrializada. ¢ Diferencias espaciales limitada en zonas pequefias y
Diferencias temporales: densamente pobladas.
Al*, Cd*, Co*, Cr*, Cu*, Mn*, Sr*, Ti* y V* al menos para 1 localiz.
Van der Steen et al., 2015 | Cd PbV Correlaciones significativas: e Ab como alternativa Util si hay alta variacion y nivel de

Holanda

Concentracion de V en Ab y Aire y diferencias similares entre 3
localizaciones.

concentracion atmosférica de MP. No en Holanda.

Zhelyazkova, 2012
Bulgaria

Cd Co Cu Fe Mn Ni
Pb Zn

MF> que en cuerpo Ab.

Ni, Cd, Coy Pb se acumularon en mayor medida.

Diferencias estacionales:

Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pby Zn > a 10 km Norte y Sur del centro
militar.

e Ab con funcién biobarrera.

e Altos niveles de MP en cuerpo de Ab y en MF por posible
impacto antropogénico en toda estudio.

¢ Resultados confirmados por otros estudios de Suelo, Aire y
Plantas realizados en la misma zona.

Zugravu et al., 2009
Rumania

Cd Pb

Diferencias espaciales: Cd* y Pb* > en carreteras e industria.

¢ Diferencias espaciales pese a bajo n°® muestras.
* No se superaron los niveles propuestos en la UE
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3.9.1. Metodologia empleada en los estudios de biomonitoreo.

3.9.1.1. Metales pesados.

Como se puede ver en la Tabla 3, los metales pesados que con mas
frecuencia se han estudiado han sido el Pb y el Cd. El motivo radica en que
esto metales, junto con el Hg, estan contemplados en convenios Yy
reglamentaciones internacionales por la alta preocupacion que generan.
Asimismo, la eleccién de estos dos elementos y los siguientes que mas se
repiten, como Cr, Cu, Niy Zn, se debe a su frecuente asociacion con las zonas
urbanas e industrializadas, dada la enorme pluralidad de usos que tienen
(Machado et al., 2008).

3.9.1.2. Matrices apicolas.

La colonia de abejas ofrece la posibilidad de utilizar diferentes matrices
para evaluar la contaminacion de metales pesados, tal y como se expone en la
Tabla 3.

Las abejas han constituido una de las matrices mas empleadas. Abejas
muertas, abejas vivas en distinto estadio de desarrollo e incluso excrementos o

material fecal han sido objeto de estudio.

Leita et al. (1996) recolectaron regularmente abejas muertas, expelidas de
la colonia. Las colmenas estuvieron asentadas en areas con abundante trafico,
y se pudo comprobar una progresiva acumulacion de metales pesados en
estas abejas, por lo que las consider6 una herramienta Util para verificar la

dinAmica de la acumulacién de estos elementos.

Debido al estrecho contacto entre los individuos de la colonia y al
intercambio de alimento via trofalaxis, Veleminsky et al. (1990) recopilaron

datos sobre abejas muertas tras el invierno, abejas pecoreadoras que salen o
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regresan a la colmena, abejas nodrizas, larvas y zanganos, concluyendo que,
de entre los individuos vivos, las abejas pecoreadoras que regresan a las
colmenas aportan una informacion mas util. Del mismo modo, Gajger et al.
(2008) encontraron mayor cantidad de metales pesados en abejas adultas que
en pupas, lo que atribuyé6 al mayor contacto de las primeras con los

contaminantes en sus vuelos de pecoreo.

Por esta razon, la mayoria de los investigadores emplean las abejas de
mayor edad (a partir de 4 6 5 semanas), cuya funcién principal es la busqueda
de alimento. Gran parte de ellos las capturan cuando regresan a la colmena
tras sus vuelos de pecoreo (Conti y Botre, 2001; Perugini et al., 2011), mientras
gue otros toman las muestras cepillando los cuadros con reservas y sin cria,
por asumir que en estos espacios las pecoreadoras constituyen una muestra
representativa y por ser un método mas practico (Satta et al., 2012; Van der
Steen et al., 2012).

Incluso la masa fecal de las abejas ha sido también empleada como
elemento bioindicador, encontrandose contenidos de metales y metaloides
(especialmente Cd, Co, Pb y Ni) méas elevados que los encontrados en el
cuerpo de las abejas, hecho que fue explicado por la funcién biobarrera de su

organismo (Zhelyazkova, 2012).

Otra matriz apicola usada frecuentemente en estudios de biomonitoreo de
metales pesados con A. mellifera es la miel de flores. Dos tipos de muestras
claramente diferenciadas por su contenido de humedad han sido utilizadas con
este fin. Por un lado la miel inmadura o néctar (Conti y Botré, 2001; Ruschioni
et al., 2013) caracterizada por tener mayor porcentaje de agua, ser de reciente
recoleccion y encontrarse por lo general en celdillas abiertas, y por otro lado la
miel madura (Zugravu et al., 2009; Lambert et al., 2012b), caracterizada por
tener menor porcentaje de agua, ser almacenada en un espacio mayor de
tiempo y encontrarse por lo general en celdillas operculadas. En este sentido,

Roman (2004) analizé el contenido de Cu, Cd y Pb en muestras de néctar y
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miel madura y obtuvo entre un 25%-33,3% menos de estos elementos en la

miel madura en base a la materia seca.

Segun las investigaciones de Ozcan y Juhaimi (2012), cuando se toman
las muestras de porciones en panal es necesario seleccionarlas correctamente
para no interferir en los resultados. La miel de porciones de panal en contacto
con el alambre usado para fijar y sostener dicho panal al marco, contiene
mayor cantidad de Mo, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni y Zn que la miel de porciones de

panales que no han tenido contacto con el alambre.

Los mielatos o mieles de mielada, procedentes de excreciones de
insectos chupadores de plantas, o de secreciones de partes vivas de las
plantas, han sido menos utilizados en los estudios de biomonitoreo, pero han
sido considerados buenos bioindicadores para algunos elementos traza. En un
estudio llevado a cabo en un &rea natural para evaluar la contaminacién por
deposicion atmosférica, BariSic et al. (1999) determinaron el factor de
transferencia del suelo a mieles de flores, mielatos y mezcla de ambas,
concluyendo que dicho factor fue mayor en los mielatos para el Cu, el Rb, el Cr,
y posiblemente el Ni.

La matriz polen ha sido también utilizada de dos formas diferentes. La
mas comun ha sido la recoleccibn de las cargas de polen mediante la
colocaciéon de una trampa-cazapolen a la entrada de la colmena (Roman, 2009;
Satta et al., 2012), y la menos frecuente la obtencién de trozos de panal con

reservas de polen, conocido también como “pan de abeja” (Zhelyazkova, 2012).

En menor medida se han utilizado otras matrices apicolas como es el
caso de la cera, el propdleo o la jalea real. De entre estas la mas utilizada ha
sido la cera, que se ha obtenido raspando el interior de las colmenas (Conti y
Botré, 2001), o directamente de los panales (Veleminsky et al., 1990;
Zhelyazkova et al., 2011). Segun Jones (1987), la cera es probablemente mas

atil para detectar compuestos lipofilos que metales pesados. Por otro lado,
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investigaciones realizadas por Taha et al. (2010) demostraron valores mayores

de elementos traza en miel y cera de panales reutilizados por mas de 4 afios.

3.9.1.3. Estaciones y numero de colmenas.

La seleccion del tipo de estaciones y del nimerode colmenas puede verse

en la Tabla 3.

En determinados estudios se ha optado por elegir algunas colonias que
forman parte de un colmenar, elegidas o no al azar (Roman, 2010; Bilalov et
al., 2015). En otros estudios se ha preparado especificamente una “estacion de
biomonitoreo”, formada por dos o tres colonias, que es trasladada al lugar de
estudio (Perugini et al., 2011; Van der Steen et al., 2012).

Balestra et al.,, (1992), que trabajaron con estaciones de una o dos
colmenas respectivamente, llegd a la conclusién de que es indispensable
contar con al menos dos colmenas para mejorar la fiabilidad e interpretaciéon de

los resultados.

3.9.1.4. Periodo de muestreo.

Como se puede ver en la Tabla 3, es comun entre los estudios
seleccionados que la mayoria de los investigadores aprovechan el periodo de
mayor actividad de la colonia para llevarlos a cabo, es decir, la primavera y el
verano. El frio o el invierno es considerado un factor limitante en el
biomonitoreo con colonias de A. mellifera, especialmente para la recoleccion de

muestras de miel, néctar o polen.

Sin embargo, como también puede observarse en la Tabla 3, la duracion
de los estudios y la frecuencia de muestreo son muy variables. La duracion del

biomonitoreo se prolonga desde mes y medio (Zugravu et al., 2009), hasta 3
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afos (Satta et al., 2012; Ruschioni et al., 2013). En este sentido y segun
exponen Balestra et al. (1992), puesto que las colonias de A. mellifera aportan
una informacién mas compleja que los métodos fisico-quimicos, es preferible
registrar muchos datos para mejorar la interpretacion del “mensaje”

proporcionado por estos insectos.

También la frecuencia de muestreo varia desde una periodicidad semanal
(Leita et al., 1996) hasta la toma de muestras cada dos o tres meses (Roman,
2010; Satta et al., 2012).

3.9.2. Resultados y conclusiones de los estudios de biomonitoreo.

3.9.2.1. Nivel de contaminacion.

Lo mas importante en los estudios de contaminacién es estimar el grado

gue alcanza dicha contaminacion, para asi conocer su riesgo o peligrosidad.

Algunos investigadores cotejan sus resultados con otros descritos en la
literatura, estableciendo asi una valoracion de la zona objeto de estudio
(Roman, 2010; Lambert et al., 2012; Van der Steen et al., 2012).

Otros han optado por seguir la metodologia descrita por Porrini et al.
(2002), en la que se establecen limites de riesgo ambiental en base al
contenido de metales en abejas o en néctar (Satta et al., 2012; Ruschioni et al.,
2013).

Por dltimo, hay investigadores que evallan sus resultados en relacién a
los informes emitidos por organismos publicos sobre la calidad atmosférica
(Perugini et al., 2011), o en relacion a resultados previos obtenidos por estudios
de otras disciplinas en la misma zona (Zhelyazkova, 2012).
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3.9.2.2. Comparacion con métodos estandar.

Otros investigadores han establecido comparaciones con los métodos

estandar de medicion de calidad del aire.

Balestra et al. (1992), por ejemplo, dispusieron dispositivos automaticos
en el entorno de las estaciones de biomonitoreo. Consideraron el valor medio
de los registros fisico-quimicos de las dos Ultimas semanas del mes, y
compararon este valor con las concentraciones de Cd, Cr, Ni y Pb obtenidas en
tres matrices apicolas (néctar, polen y larvas). Sus resultados mostraron
tendencias similares en las concentraciones de Pb en néctar y el sistema no
bioldgico, concluyendo que de las tres matrices, el néctar se revel6 como mejor
bioindicador. Este investigador estim6 ademas que la proporcion entre las
concentraciones medias registradas en el detector automatico (ug/m®) y las
registradas en néctar (ug/kg) fue de 1000/2000 para el Niy el Pb, de 2000/4000
para el Cry de 3000/5000 para el Cd.

Van der Steen et al. (2015) también se propusieron contrastar la
informacion aportada por las colonias de abejas y los sistemas automaticos, en
este caso en relacion al Pb, Cd y V. Las concentraciones medias de metales en
abejas obtenidas de cada localizacion fueron comparadas con el valor medio
de 14 dias de registros de las estaciones autométicas oficiales, previos a la
recogida de abejas. Sus resultados mostraron una correlacion positiva en la
concentracion de V en abejas y aire, encontrando ambas matrices diferencias
similares entre las tres localizaciones estudiadas. Segun estos investigadores,
la probabilidad de encontrar correlacion entre los dos sistemas aumentaria en
los casos en que el nivel y la variacion de las concentraciones atmosféricas de

metales fueran altos.
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3.9.2.3. Comparacion con otros marcadores bioticos o abioéticos.

En este sentido, algunos investigadores han llevado a cabo
simultdneamente estudios con colonias de abejas meliferas y otros
marcadores, con el objetivo de confirmar si los resultados aportados por la
colonia reflejan los niveles de contaminacion obtenidos a partir de dichos
marcadores, con los que la ciencia estd hoy en dia mas familiarizada. Esta
comparacion ha permitido, ademas, avanzar en la comprension de la

transferencia de metales de un compartimento medioambiental a otro.

Leita et al. (1996), por ejemplo, recolectaron flores de Trifolium pratense
Linnaeus, 1753 a progresivas distancias de las colmenas encontrando relacion
significativa entre el Cd de las flores y la miel, hecho que fue explicado por el
comportamiento quimico de este metal, que muestra mayor reactividad y
movilidad a través de los compartimentos medioambientales que otros
elementos. Por su parte Satta et al. (2012), que tomaron muestras de agua de
arroyo y suelo en yacimientos mineros abandonados, obtuvieron resultados en
las matrices apicolas en linea con el grado de contaminacion detectado en los
sustratos abioticos.

3.9.2.4. Efectividad de las matrices apicolas.

La efectividad y fiabilidad de cada matriz puede depender de la forma en
gue se tome la muestra, pero fundamentalmente de la propia naturaleza de la
matriz. La mayoria de los investigadores que utilizaron mas de una matriz para
evaluar la contaminacién por metales pesados resaltaron la eficacia de las
abejas pecoreadoras en comparacion con el resto de matrices (Conti y Botre,
2001; Lambert et al., 2012; Satta et al., 2012).

Se puede decir que el polen ocupa una posicion intermedia porque la
concentracion de metales pesados detectada en polen suele ser mayor que la
encontrada en miel y menor que la encontrada en abejas (Lambert et al, 2012,

Satta et al, 2012). Esto puede deberse a la mayor probabilidad de acumularlos
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en el proceso de formacion de las cargas, al cepillarse la superficie del cuerpo.
Ademas, los 6érganos masculinos de las plantas suelen estar mas expuestos a

la deposicion atmosférica que los femeninos, lo que también debe influir.

Sin tener en cuenta la cera, el propoleo y la jalea, la matriz miel, o néctar,
ha sido considerada por varios investigadores la matriz de menor sensibilidad a
las variaciones de metales pesados en el ambiente (Conti y Botre, 2001;
Lambert et al., 2012, Satta et al., 2012). Uno de los motivos considerados es
gue estos elementos se presentan generalmente a muy baja concentracion,
probablemente debido al “filtrado” de las propias abejas en el proceso de
elaboracion de la miel (Bogdanov, 2006). Otro motivo aludido es que la
interpretacion de los resultados puede verse enmascarada por multiples
factores como la especie de planta visitada, su morfologia, el rango de forrajeo,
la fecha o estacion del afio y las condiciones climéticas (Tuzen et al., 2007;
Jones, 1987). También es posible que la miel o el néctar reflejen la
contaminacion ambiental s6lo cuando los niveles de metales pesados en el
ambiente sean muy altos (Conti y Botré, 2001; Ruschioni et al., 2013). En
algunos trabajos, no obstante, donde se ha utilizado solamente esta matriz, los
resultados han sido satisfactorios, a pesar incluso del pequefio nimero de
muestras recolectadas (Zugravu et al., 2009).

3.9.2.5. Correlacion entre matrices apicolas.

Algunos investigadores han analizado la relacion que pudiera haber entre
las concentraciones de elementos detectadas en dos o0 mas matrices. Roman
(2010), por ejemplo, comparé las concentraciones de metales pesados
obtenidas a partir de abejas y miel, advirtiendo que la secuencia de metales
acumulados en las dos matrices fue la misma, pero no pudo demostrar ninguna
correlacion significativa. Y Lambert et al. (2012), que contrastaron los datos
obtenidos a partir de las abejas, el polen y la miel, concluyeron que ésta no
tuvo relacion con la contaminacion detectada en abejas y polen. Estas dos

matrices, sin embargo, mostraron similares niveles y variaciones temporales.
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3.9.2.6. Diferencias espaciales.

Uno de los objetivos de los estudios de biomonitoreo consiste en
identificar la presencia de metales pesados y, a la vez, discriminar zonas por su
grado de contaminacion. Por este motivo las colonias de abejas suelen
distribuirse en localizaciones con diferentes usos del suelo, tal y como se

aprecia en la Tabla 3.

Como se puede ver en la Tabla 4, diferencias espaciales han sido
frecuentemente detectadas en diversos trabajos (Roman, 2010; Lambert et al.,
2012; Zhelyazkova, 2012). Las concentraciones de metales pesados en
distintas matrices apicolas han sido por lo general mayores en las zonas
urbanizadas, industrializadas, o con conocido nivel de impacto, que en las
zonas control ,y en muchos casos estas diferencias han sido significativas
(Conti y Botre, 2001; Roman, 2009; Zugravu et al., 2009; Bilalov et al., 2015).

Sin embargo Van der Steen et al. (2012), que evaluaron la contaminacién
de 18 elementos en tres éareas diferentes, s6lo encontraron diferencias
significativas espaciales en tres de ellos, deduciendo que, en un territorio
pequefio y densamente poblado, se limita la posibilidad de encontrar disparidad

entre zonas.

No todos los metales se distribuyen homogéneamente en el territorio.
Roman (2005 y 2010) pudo observar que las concentraciones de Cd en abejas
fueron mayores en zonas agroforestales que en medios urbanos o
industrializados, mientras que el resto de metales estudiados se presentaron en
mayor medida en estos ultimos. El mayor contenido de Cd en abejas de zonas
agrarias fue atribuido al excesivo suministro de plaguicidas vy fertilizantes en el

entorno.

En algunos casos en los que no han sido detectadas diferencias
significativas entre areas con distintos usos del suelo, y las concentraciones de

metales en abejas han sido elevadas en todas las zonas muestreadas, se ha
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concluido que el metal esta disperso o generalizado en el ambiente (Perugini et
al., 2011; Ruschioni et al., 2013).

Metales, como el Cr, generalmente asociados a la polucion urbana e
industrial, han sido detectados por las abejas en reservas naturales,
consideradas areas “limpias”, incluso cuando las colmenas estuvieron
localizadas lejos de las fuentes de contaminacion. Esto demuestra, por una
parte, la capacidad de las abejas para detectarlos y, por otra, la dispersion de
los contaminantes por la atmosfera (Perugini et al., 2011; Ruschioni et al.,
2013).

3.9.2.7. Diferencias temporales.

Un objetivo especialmente importante en los estudios de biomonitoreo es

el estudio de la fluctuacion de los metales pesados en el tiempo.

De los resultados mostrados en la Tabla 4, destaca especialmente la
tendencia a la acumulacién de metales pesados, en distintas matrices apicolas,
durante los meses de verano. Esta circunstancia podria estar ligada a periodos
secos, con escasez de lluvias (Perugini et al., 2011; Lambert et al., 2012;
Ruschioni et al., 2013), por lo que en determinadas latitudes la situacion se

puede prolongar hasta los primeros meses del otofio.

Existen excepciones, no obstante, a esta tendencia, como es el caso de
los resultados obtenidos por Roman (2010), que encontré6 mayor concentracion
de metales en la primavera que en el verano o el otofio, o los resultados
obtenidos por Satta et al. (2012), que también obtuvieron algunos valores altos

en el mes de noviembre.

Basandose en el hecho de que las abejas de otofio acumulan hasta 2-2,5
veces mAas grasa en sus cuerpos gue las abejas de primavera, Bilalov et al.

(2015) trataron de demostrar que la generacion de invierno acumularia mayor
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cantidad de metales. Sin embargo, esta hipétesis no pudo ser confirmada, ya
que no encontrd diferencias en el contenido de metales pesados entre ambas
muestras en la zona testigo y, ademas, en la zona “problema”, el contenido de
los metales pesados fue mayor en verano, coincidiendo con la mayoria de los

estudios expuestos.

3.9.3. Utilidad y aplicacion.

La mayoria de los estudios e investigaciones consultados en esta revision
conducen a resaltar la capacidad de la colonia de Apis mellifera para
proporcionar informacién de interés sobre la presencia, distribucién y evolucion

de los metales pesados en el medio ambiente.

La armonizacion de criterios metodoldgicos, ademas de una mejora en la
interpretacion de los resultados, podria contribuir en el futuro a la integracion de
este sistema de biomonitoreo con colonias de Apis mellifera en los programas
oficiales de control de la contaminacion atmosférica, como complemento a los

métodos fisico-quimicos estandar.

53



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Localizacibn y composiciobn de las estaciones de

biomonitoreo

El estudio se ha llevado a cabo en el término municipal de Cordoba, al sur
de Espafia, durante los afios 2007, 2009 y 2010. La ciudad se encuentra en el
Valle del rio Guadalquivir, entre Sierra Morena (al norte), y La Campifa (al sur).
Se trata de un municipio de 1255,2 km? cuyo censo en el afio 2010 fue de

328.547 habitantes (Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia, s.f.).

Estratégicamente, fueron seleccionados cinco emplazamientos para
ubicar las estaciones de biomonitoreo (Figura 2). Dos de ellos se consideraron
como control o “relativamente libres de contaminaciéon” debido a que, por
razones de ubicacion geografica y caracteristicas naturales, se presuponen con

baja contaminacién (Porrini et al., 2002).

La estacidon 1 se localiz6 en la zona oeste de Cérdoba, en una parcela del
Centro de Experimentacion Agraria IFAPA. La proximidad del rio Guadalquivir

posibilité el acceso de las abejas a la vegetacion de ribera.

La estacion 2 (control A) se ubic6 en suelo agricola, al sur de la ciudad y
alejada de ella unos 15 km aproximadamente. Se trata de un paisaje
despoblado y homogéneo, sin apenas vegetacion silvestre, parcelado en
grandes fincas donde dominan los cultivos de cereal y girasol, y donde los
espacios no cultivados son practicamente inexistentes. Esta estacion se incluyo
en los dos ultimos afilos de muestreo (2009 y 2010) a sugerencia de los
técnicos responsables de la administracion, por contar con “el aire mas limpio

de la ciudad”, por lo que no se dispone de datos del afio 2007.

La estacion 3 (control B) se situé en Sierra Morena, a 8 km de distancia
de la ciudad, en direccién norte, y a una altitud de 577 m. De uso forestal y

recreativo, predomina la vegetacion de tipo mediterraneo.
54



La estacion 4 estuvo situada en pleno centro de Cérdoba, en la terraza
del monumento historico “Torre de la Malmuerta®. Las plantas ornamentales de
jardines y calles fueron las fuentes de alimento mas accesibles para las abejas.
El trafico de vehiculos es intenso en esta zona, especialmente en las horas

punta.

La estacion 5 se localizo al este de la ciudad, en una cantera abandonada
gue actualmente cuenta con vegetacion de tipo mediterraneo, aunque con

escasa representacion del estrato arboreo.

Las estaciones de biomonitoreo y las estaciones fisico-quimicas fueron
georreferenciadas, asi como las principales actividades industriales y agrarias
del entorno. En este estudio, las principales actividades de interés han sido los
complejos industriales que desarrollan actividades de fundicion de metales no
férreos y produccion de cobre, una fabrica de cemento, una fabrica de

produccion de papel y cartén, y el vertedero municipal (Figura 2 y Tabla 5).
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< Industrial activities
[ urban boundary
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Figura 2. Localizaciones geogréficas de las estaciones de biomonitoreo: S1, S2, S3, S4 y S5;
de las estaciones fisico-quimicas: FS (estacion fija) y MS (estacion movil), y de las principales
actividades industriales de interés para este estudio: MET (fabrica de metales no férreos y
produccion de cobre), CEM (fabrica cementera), PMK (fabrica de papel y cartén) y LAN
(vertedero municipal). La linea discontinua (buffer) que rodea a cada estacion de biomonitoreo
tiene aproximadamente 3 km de diametro, y se corresponde con el area de pecoreo de las
abejas.

Tabla 5. Coordenadas de las estaciones de biomonitoreo, de las estaciones fisico quimicas y
de las principales actividades industriales.

COORDENADAS Long () | Lat (9 | Alt (m)

S1 2.8035 | 37.8513 | 95
L S2 46703 | 37.8057 | 211
E.Stac'o'.”t de s3 48193 | 37.9522 | 577
lomonitoreo S4 47777 | 37.8918 | 139
S5 47622 | 37.0145 | 172

Estacion fisico- | FS -4.7622 | 37.8926 102
quimica MS | 48174 | 37.8746 | 116
— MET | -4.8137 | 37.8773 | 118
Z(';It?\;:ildp:(; CEM | 47642 | 37.0019 | 123
o il PMK | 47993 | 37.8502 | 98
inaustria LAN | 47326 | 37.8117 | 192
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Cada estacidon estuvo compuesta por dos colmenas Dadant, orientadas
hacia el sur-sureste, y colocadas sobre un soporte de madera a 40 cm del
suelo, con una separacion entre si de 60 cm. Las colmenas estaban protegidas
con bafio de parafina o pinturas sin componentes metalicos, que no interfieren
en este estudio (Van der Steen et al., 2012). Las colonias fueron tratadas con
productos autorizados contra el acaro Varroa destructor Anderson and
Trueman e inspeccionadas preliminarmente al comienzo de los ensayos

anuales para asegurar un desarrollo adecuado.

4.2. Muestreo de abejas.

Se recogieron muestras de abejas tal y como se expone a continuacién
(Figura 4).

Tras el cierre de la piquera, se utilizd un aspirador modificado para atrapar
a las abejas que regresaban en esos momentos a sus colmenas, evitando
aspirar aquellas que trajeran polen en sus patas traseras ya que estas bolitas
de polen dificultan los procedimientos analiticos. Entre muestra y muestra, cada
pieza del aspirador modificado fue cuidadosamente limpiada con alcohol. Las

muestras se mantuvieron a -28°C en espera de su analisis.

Las muestras de abejas fueron recogidas mensualmente de las dos
colmenas que componian cada estacion durante un periodo de tiempo que
vario segun los afos. Asi, se tomaron un total de 192 muestras con 125 abejas
pecoreadoras cada una, distribuidas de la siguiente manera: 32 en el afio 2007
durante los meses de mayo, junio, julio y diciembre, 90 en el 2009 desde abril a

diciembre, y 70 en el afilo 2010 desde abril a octubre.
Siempre que fue posible se recolectaron el mismo dia en las cinco

estaciones de biomonitoreo. En ningln momento se empled el ahumador para

evitar cualquier riesgo de contaminacion.
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Figura 4. Recogida y preparacién de muestras de abejas.
1. Estacion de biomonitoreo.
2. Recoleccion de abejas pecoreadoras.
3. Trasvase de abejas.
4. Transporte en nevera portatil.
3. Seleccidn de abejas.
4. Muestras para enviar a laboratorio.
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4.3. Muestreo de néctar.

Se recogieron muestras de néctar tal y como se expone a continuacion
(Figura 5).

Se seleccionaron y cortaron trozos de panal en base a los registros de
humedad del néctar proporcionados por un refractometro. Se eligié una porcion
de panal con néctar y sin polen, cuyo contenido tuviera méas del 19% de
humedad. Las muestras se obtuvieron a partir del prensado mecanico de los
trozos de panal e, igualmente, se mantuvieron a -28°C en espera de su

analisis.

Las muestras de néctar fueron recogidas mensualmente de las dos
colmenas que componian cada estacién, coincidiendo con los periodos de
mayor acopio de miel por parte de las abejas De modo general hubo un
intervalo de entre 1 a 10 dias entre la recogida de abejas y de néctar. Solo en
2007 las abejas fueron recolectadas en julio y el néctar en septiembre y, en
mayo de 2010, las muestras de néctar fueron recolectadas 3 dias antes que las

de abejas.

Asi, se tomaron un total de 84 muestras de 10 ml cada una, distribuidas
como sigue: 24 en el ailo 2007 en los meses de mayo, junio y septiembre, 30

muestras en 2009 y 30 en el 2010 durante los meses de mayo, junio y julio.
Siempre que fue posible se recolectaron el mismo dia en las cinco

estaciones de biomonitoreo. En ningin momento se emple6 el ahumador para

evitar cualquier riesgo de contaminacion.
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Figura 5. Recogida y preparacién de muestras de néctar.

1. Cuadro con néctar.

2. Medicién de la humedad con un refractometro.

3. Corte y extraccion del trozo de panal seleccionado.
4. Registro e identificacion de las muestras.

3. Extraccién del néctar por presién manual.

4. Muestras para enviar a laboratorio.
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4.4. Analisis de metales pesados.

Los métales pesados analizados fueron Pb, Cr y Ni porgue se presentan
con frecuencia tanto en la contaminacién urbana como en la procedente de
distintos procesos industriales (Machado et al., 2008). El analisis de Cd se
incorpord durante el 2010 debido a una denuncia de contaminacion ambiental

con este metal pesado durante el afio 2009 (Medicina TV, 2009).

Los analisis fueron realizados por el Centro Studi Ambientali (CSA) en
Rimini, Italia, y la metodologia fue validada por el Proyecto para la Certificacion
de Elementos Traza en miel, que fue apoyado por el Instituto Nacional de Salud
de Italia (C. Volta 2015, com. pers. de 29 de julio). Cuando se realizaron las
pruebas, no existia material de referencia certificado sobre abejas o miel ni de
los parametros investigados. Por este motivo, se realizaron pruebas repetidas
en las muestras de abejas y de néctar y se afiadieron algunos estandares para
testar metales pesados usando los métodos descritos en Betinelli y Terni
(2000) y Gnes et al. (2004).

4.4.1. Andlisis de metales pesados en abejas.

Las muestras de abejas fueron digeridas con un sistema de microondas, y
las concentraciones de metales pesados en mg/kg de abeja (peso humedo) se
cuantificaron utilizando espectrometria atobmica. Una cantidad representativa de
0.5 g de cada muestra se traté con 2 ml de HNO3; (65%) (Merck, Darmstadt,
Alemania) y 0.5 ml de H,0, (30%) (Merck, Darmstadt, Alemania), y después fue
sometida a un proceso de digestién acida asistida por microondas (Milestone,
MLS Mega 1200). El material resultante se mezcldé posteriormente con agua
destilada hasta obtener un volumen final de 25 ml. Las concentraciones de
metales pesados (Pb, Cr, Ni y Cd) se determinaron utilizando la técnica de
espectrometria de emision atébmica de plasma acoplado inductivamente
(Varian, ICP 720ES), segun el Método 6010C de la Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos (US-EPA) (2007a), y mediante
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espectrofotometria de absorcién atomica con horno de grafito y correccion de
fondo por efecto Zeeman (Varian, SpectrAA220Z), de acuerdo con el Método
7010 de la US-EPA (2007b). Se obtuvieron recuperaciones de entre el 90% y el
105%.

Los limites de cuantificacion (LOQ, acrénimo en inglés) fueron 0.05 mg/kg
para el Pb, 0.02 mg/kg para el Cr, 0.15 mg/kg para el Ni y 0.005 mg/kg para el
Cd. Los limites de deteccion (LOD, acronimo en inglés) fueron 0.02 mg kg para

el Pb, 0.01 mg kg para el Cr, 0.05 mg/kg para el Niy 0.002 mg/kg para el Cd.

4.4.2. Andlisis de metales pesados en néctar.

Antes de proceder al andlisis instrumental, el néctar se diluyé en una
proporcion 1:2 con solucion de 1% de Triton-X (Merck, Darmstadt, Alemania);
la matriz fue digerida en el tubo de grafito durante la incineracion. Los metales
pesados (Pb, Cr, Ni y Cd) fueron determinados por espectrometria de
absorcién atémica con horno de grafito y correccion de fondo con efecto
Zeeman (Varian, SpectrAA220Z), de acuerdo con el Método 7010 de la US-
EPA (2007b). La muestra se cuantific6 mediante adiciones estandar. Se

obtuvieron recuperaciones entre 90% y 105%.

Los limites de cuantificacién (LOQ) fueron de 0.002 mg/kg para el Pb, de
0.0008 mg/kg para el Cr, de 0.008 mg/kg para el Ni y de 0.002 mg/kg para el
Cd. Los limites de deteccion (LOD) fueron de 0.001 mg/kg para el Pb, de
0.0003 mg/kg para el Cr, de 0.003 mg/kg para el Ni y de 0.001 mg/kg para el
Cd.

4.5. Andlisis e interpretacion de los datos.

Uno de los objetivos de la vigilancia de la contaminacion del medio

ambiente es el de establecer un umbral de riesgo que activa una alarma si sus
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limites son sobrepasados. Por tanto, para el analisis e interpretacion de los
resultados se han tenido en cuenta valores de referencia del Pb, Cr, Niy Cd en
abejas y miel proporcionados por el Departamento de Ciencias Agricolas de la
Universidad de Bolonia (ltalia). Estos valores de referencia se obtuvieron a
partir de una base de datos que es actualizada anualmente con la nueva
informacion relacionada con los cambios en las condiciones ambientales, con
las mejoras metodoldgicas, o con los nuevos equipos de analisis (Porrini et al.,
2002)

Estos valores de referencia se han calculado en base a los datos
registrados por las estaciones experimentales de los proyectos llevados a cabo
por el Departamento de Ciencias Agricolas de la Universidad de Bolonia
durante un periodo de diez afios (Figura 6). Los datos fueron cuantitativamente
divididos en cuatro cuartiles. El primer cuartil (Q1) es el valor en el cual, o por
debajo del cual, quedaron el 25% de todos los datos; el segundo cuartil (Q») es
el valor en el cual, o por debajo del cual, quedaron el 50% de los datos; el
tercer cuartil (Q3) es el valor en el cual, o por debajo del cual, quedaron el 75%
de los datos. El primer cuartil (Q;) fue usado como limite de referencia bajo
(LRB) y el tercer cuartil (Q3) como limite de referencia alto (LRA).

En el caso de que los resultados sean iguales o inferiores al LRB son
considerados “Aceptables”, y probablemente correspondan a estaciones testigo
o control situadas en territorios naturales con poca contaminacién. En cambio,
si los resultados superan al LRA son considerados “Preocupantes”, y
probablemente corresponden a estaciones préximas a territorios problematicos
o conflictivos con elevada contaminacion. Por dltimo, si los resultados superan
al LRB pero son iguales o menores que el LRA, son considerados
“Merecedores de atencion”, y corresponden a estaciones localizadas en

territorios con contaminacion intermedia.

Para las abejas, los limites de referencia bajos fueron 0.3 mg/kg para el
Pb, 0.04 mg/kg para el Cr, 0.1 mg/kg para el Ni, and 0.052 mg/kg para el Cd, y
los limites de referencia altos fueron 0.7 mg/kg para el Pb, 0.12 mg/kg para el

Cr, 0.3 mg/kg para el Ni and 0.1 mg/kg para el Cd.
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Para el néctar, los limites de referencia bajos fueron 0.01 mg/kg para el
Pb, 0.005 mg/kg para el Cr, 0.02 mg/kg para el Ni, and 0.004 mg/kg para el Cd,
y los limites de referencia altos fueron 0.05 mg/kg para el Pb, 0.015 mg/kg para

el Cr, 0.2 mg/kg para el Ni and 0.014 mg/kg para el Cd.

Cuartil: Q, Q, Q;
0% 25% 50% 75% 100%
< | | .
i, LRB (Bajo) LRA {Alto)
{LR}:
= Aceptable Merecedorde atencion | Preocupante
Polucion baja Polucion intermedia Polucion Alta
Pb 03 mlglkg 0.7 |lnglltg
cr 0.04 mg/kg 0.12mg/ke
Abejas ; f
Ni 0.1 mlglkg 0.3 rlnglkg
cd 0.052 mg/kg 0.1me/kg
Pb 0.01 mg/kg 0.05 |mgll:g
Cr 0.005 mg/kg 0.015 mg/kg
Néctar i i
Ni 0.02 mg/kg 0.2mg/kg
cd 0.004 mg/kg 0,.14 mg/kg

Figura 6. Representacion gréfica de los cuartiles y limites de referencia para la interpretacion
de los resultados.

Para el andlisis estadistico, se han tomado como base las
concentraciones medias de metales pesados, en una fecha determinada,
calculadas a partir de las dos muestras procedentes de las dos colmenas que
constituyen cada estacion de biomonitoreo. Se utilizé el programa estadistico
SPSS 15.0 para Windows y se aplicaron los test de contraste de Kruskal-Wallis

y Mann-Whitney, asi como el coeficiente de correlacion de Spearman.

Se han utilizado dos tipos de evaluacion de los resultados tal y como se

expone a continuacion:
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a. Evaluacion cualitativa.

Las diferencias significativas espaciales y temporales (Mann-Whitney,
p=<0.05 o p=0.01) han sido representadas mediante letras, de manera que para
cada metal pesado, la coincidencia de una sola letra entre dos o mas
estaciones indic6 que entre éstas no hubo diferencias significativas. En cambio,
si no hubo ninguna letra coincidente, las diferencias entre estaciones fueron
significativas, siendo la concentracion de metal pesado mayor en la estacion
gue contenga una letra mas cercana al final del alfabeto. El analisis cualitativo

temporal (entre afios y meses) ha sido interpretado del mismo modo.

b. Evaluacion cuantitativa.

Los niveles de polucion de las estaciones, los afios y los meses han sido
representados por numeros, siendo 1. “Aceptable” (igual o menor que LRB), 2.
“Merecedor de atencion” (mayor que LRB e igual o menor que el LRA), y 3.

“Preocupante” (mayor que LRA).
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados obtenidos a partir de la matriz de

bioconcentracion en abejas.

5.1.1. Plomo, cromo y niquel.

Las concentraciones de Pb, Cr y Ni en abejas para cada estacion y fecha

de muestreo puede observarse en la Tabla 6.

MES
ABEJAS | EST Abr | May | Jun Jul Ago | Sep Oct | Nov Dic MEDIA
S1 - 0.4450 | 0.6150 | 0.5350 - - - - 0.4550 ] 0.5125
2007 S3 - 0.1850 | 0.3050 | 0.5650 - - - - 0.2250 | 0.3200
S4 - 1.1450 | 0.6650 | 1.0400 - - - B 0.7500 | 0.9000
S5 - 0.6050 | 0.3900 | 0.7450 - - - - 0.4550 | 0.5488

S1 ]0.2350 | 0.2350 | 0.3300 | 0.4600 | 0.6550 | 0.5100 | 0.3000 | 0.6100 | 0.4000 | 0.4150
S2 ]0.1550 | 0.1500 | 0.1750 | 0.1550 | 0.3100 | 0.2500 | 0.3050 | 0.2900 | 0.2950 | 0.2317
2009 | s3 ] 0.1450 | 0.3500 | 0.3800 | 0.3650 | 0.2750 | 0.4250 | 0.2150 | 0.4150 | 0.4300 | 0.3333

Pb S4 ]0.2600 | 0.4950 | 0.5350 | 0.6300 | 0.4300 | 0.8550 | 0.4550 | 0.8900 | 0.6000 | 0.5722
S5 ] 0.2850 | 0.3450 | 0.3150 | 0.3750 | 0.3550 | 0.4650 | 0.1950 | 0.4100 | 0.2750 | 0.3356

S1 ]0.1200 | 0.2250 | 0.1500 | 0.2050 | 0.3100 | 0.2950 | 0.2150 - - 0.2171

S2 10.0750 | 0.2100 | 0.1000 | 0.0850 | 0.1300 | 0.1250 | 0.0375 - - 0.1089

2010 | S3 |0.2700 | 0.1200 | 0.1500 | 0.2550 | 0.2600 | 0.1100 | 0.0900 - 0.1793
S4 ] 0.3000 | 0.3700 | 0.3300 | 0.2300 | 0.3550 | 0.2650 | 0.2450 - - 0.2993

S5 ]0.2250 | 0.2050 | 0.2700 | 0.2400 | 0.1750 | 0.2400 | 0.2200 - - 0.2250

S1 - 0.2000 | 0.0550 | 0.0450 - - - - 0.0800 | 0.0950

2007 S3 - 0.0500 | 0.0350 | 0.0350 - - - - 0.0300 | 0.0375
S4 - 0.4000 | 0.0600 | 0.0550 - - - - 0.0500 | 0.1413

S5 - 0.1900 | 0.0400 | 0.0550 - - - - 0.0400 | 0.0813

S1 ] 0.0400 | 0.0200 | 0.0500 | 0.0850 | 0.0850 | 0.0650 | 0.0550 | 0.0700 | 0.0250 | 0.0550
S2 ]0.0250 | 0.0300 | 0.0400 | 0.0400 | 0.0850 | 0.0900 | 0.0550 | 0.0650 | 0.0200 | 0.0500
2009 | s3 |0.0100 | 0.0300 | 0.0450 | 0.0550 | 0.0450 | 0.0550 | 0.0350 | 0.0600 | 0.0400 | 0.0417

Cr S4 10.0250 | 0.0550 | 0.0500 | 0.0850 | 0.0750 | 0.2450 | 0.0600 | 0.0900 | 0.0350 | 0.0800
S5 | 0.0300 | 0.0350 | 0.0500 | 0.1000 | 0.0500 | 0.0500 | 0.0400 | 0.0500 | 0.0100 | 0.0461

S1 ]0.0200 | 0.0800 | 0.0650 | 0.1250 | 0.0900 | 0.0550 | 0.0250 - - 0.0657

S2 ]0.0450 | 0.1050 | 0.0550 | 0.0900 | 0.0900 | 0.0900 | 0.0150 - - 0.0700

2010 | sS3 |0.0150 | 0.0500 | 0.0550 | 0.0500 | 0.0500 | 0.0200 | 0.0400 - - 0.0400

S4 ]10.1100 | 0.0950 | 0.1050 | 0.1200 | 0.1150 | 0.0500 | 0.0950 - - 0.0986

S5 ]0.1500 | 0.0900 | 0.1000 | 0.0850 | 0.0250 | 0.0500 | 0.0500 - - 0.0786

S1 - 0.1225 | 0.2525 | 0.3600 - - - - 0.0750 | 0.2025

2007 S3 - 0.1925 | 0.1175 | 0.1175 - - - - 0.0750 | 0.1256

S4 - 0.1975 | 0.3075 | 0.1125 - - - - 0.2600 | 0.2194

S5 - 0.3100 | 0.2200 | 0.1275 - - - - 0.0750 | 0.1831

S1 ]0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.2350 | 0.1950 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1325 | 0.0750 | 0.1125

S2 10.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1225 | 0.2300 | 0.2150 | 0.1425 | 0.1175 | 0.0750 | 0.1253

Ni 2009 | s3 |0.0750 | 0.1225 | 0.2200 | 0.3900 | 0.1425 | 0.1175 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1225 ] 0.1489

S4 ]0.0750 | 0.0750 | 0.1675 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1725 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0961
S5 ] 0.0750 | 0.2000 | 0.1275 | 0.1875 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1072

S1 ]0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1525 | 0.0750 - - 0.0861
S2 ]10.1275 | 0.0750 | 0.3600 | 0.0750 | 0.1725 | 0.1125 | 0.0750 - - 0.1425
2010 S3 ] 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1175 | 0.0750 | 0.0750 - - 0.0811
S4 ] 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.1875 - - 0.0911
S5 ]0.1500 | 0.1325 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 | 0.0750 - - 0.0939

Tabla 6. Concentracion de Pb, Cr y Ni (mg/kg) en abejas, por estaciones (EST) y meses
durante 2007, 2009 y 2010. El nivel de contaminacion se indica mediante el sombreado de
cada casilla: color blanco significa Aceptable (polucion baja), gris claro significa Merecedor de
atencién (polucién intermedia) y gris oscuro significa Preocupante (polucién alta). Nota: la
Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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El andlisis de Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas entre
estaciones y fechas con un 95% o 99% de nivel de significacion. Se detectaron
diferencias espaciales y mensuales en la concentracion Pb (p<0.01 entre
estaciones y p<0.05 entre meses) y Cr (p<0.01 entre estaciones y meses)
encontrado en abejas. Se detectaron también diferencias anuales en la
concentracion de Pb (p<0.01) y de Ni (p<0.01).

Un andlisis mas detallado (Mann-Whitney, (p<0.01 o p<0.05) permitio
detectar diferencias estadisticamente significativas entre localizaciones y
periodos especificos, para cada uno de los metales pesados estudiados (Tabla
7).

Metal pesado Pb Cr Ni
S1 b-2 ch-2 a-2
S2 a-1 cha-2 a-2
Estacion S3 b-2 a2 a2
S4 c-2 c-2 a-2
S5 b-2 ba-2 a-2
Usodel |ie 53 s | a2
suelo Agr-for a-1 a-2 a-2
2007 c-2 ba-2 b-2
Afio 2009 b-2 a-2 a-2
2010 a-1 b-2 a-1
. Primavera a-2 ba-2 ba-2
estzé?gnoal Verano a-2 ch-2 ch-2
Oto-Inv a-2 a-2 a-1
Abr dc-1 fd-2 a-1
May gfedcba-2 gca-2 ba-2
Jun gba-2 gca-2 b-2
Jul gba-2 gba-2 ba-2
Mes
Ago gba-2 gca-2 ba-2
Sep gfedcba-2 gca-2 ba-2
Oct edb-1 dc-2 ba-1
Nov gf-2 fba-2 ba-1
Dic fa-2 ed-1 ba-2

Tabla 7. Evaluacién cualitativa y cuantitativa de la contaminacion de metales pesados en
abejas en Cordoba, por Estacion, Uso del suelo y Periodo (Afio, Periodo estacional y Mes). Ver

Material y Métodos para la interpretacion de las letras y nimeros.
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5.1.2. Variacion espacial.

Como se observa en la Tabla 7, la posibilidad de disponer de cinco puntos
de muestreo en la ciudad ha permitido apreciar diferencias espaciales de la
concentracion de Pb y Cr que de otro modo hubieran pasado inadvertidas. En

el caso de la concentracion de Ni, no se detectaron diferencias significativas.

En concreto, la concentracion de Pb en abejas de la Estacion S4 fue
significativamente mayor a la del resto de estaciones. En contraposicion, la
Estacion S2 presentd una cantidad de Pb en abejas significativamente menor a
la de las demds localizaciones. No se observaron tales diferencias, sin

embargo, entre las Estaciones S1, S5y S3.

Las abejas de la Estacion S4 presentaron una cantidad de Cr
significativamente mayor a la que presentaron las Estaciones S5y S3, vy la
cantidad de Cr encontrado en las abejas de la Estacion S1 fue

significativamente mayor a la encontrada en la Estacion S3.

Analizando los datos en funcion del uso del suelo, las concentraciones de
Pb y Cr en abejas del nucleo urbano (Estacién S4) fueron significativamente
mayores a las encontradas en la zona industrial (agrupacion de Estaciones S1
y S5) o en la zona agroforestal (agrupacién de las Estaciones S2 y S3).
Ademas, la concentracibn de Pb en abejas de la zona industrial fue
significativamente mayor que en la zona agroforestal. No hubo diferencias
significativas, sin embargo, en la cantidad de Ni en abejas en relacién al uso

del suelo.

5.1.3. Variacion temporal.

Como se muestra en la Tabla 7, la accesibilidad de las muestras ha
permitido realizar un seguimiento continuo en el tiempo de la contaminacion,

detectandose variaciones anuales, estacionales y mensuales.
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Anualmente, la concentracion de Pb en abejas decrecio significativamente
a lo largo de los tres afios de estudio. El valor de Cr fue significativamente
mayor en 2010 que en 2009, y el valor de Ni fue significativamente mayor en

2007 que en el resto de afos.

Analizando los datos segun los periodos estacionales se observé que las
concentraciones de Cr y Ni en abejas fueron significativamente mas altas en
verano (Julio, Agosto y Septiembre) que en otofio-invierno (Octubre, Noviembre

y Diciembre), aunque similares a las de la primavera (Abril, Mayo y Junio).

En el mes de Abril, los valores de Pb en abejas fueron significativamente
menores que en los meses de Junio, Julio, Agosto, Noviembre y Diciembre.
Ademas, las cantidades de Pb en las abejas del mes de Octubre fueron

significativamente menores a las de Noviembre y Diciembre.

Las concentraciones de Cr en abejas en el mes de Abril fueron
significativamente menores que la de los meses de Mayo, Junio, Julio, Agosto y
Septiembre, y en Octubre, el valor de Cr fue significativamente menor que en
Julio y Noviembre. Ademas, en el mes de Diciembre se obtuvieron cantidades
de Cr en abejas significativamente menores que el resto de meses, a

excepcion de los meses de Abril y Octubre.

En el mes de Abril se obtuvieron cantidades de Ni en abejas
significativamente mas bajas que en el mes de Junio, mientras que no se

detectaron diferencias significativas entre los meses restantes.

5.1.4. Niveles de contaminacion.

En la Tabla 8, se muestra el nimero de veces y la frecuencia (%) de las
concentraciones de Pb, Cr y Ni en abejas que fueron consideradas

Preocupantes, Merecedoras de atencién o Aceptables. En esta tabla se incluye
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también una valoracién por localizaciones (estaciones) y periodos (afios y/o
meses). Los valores absolutos y los niveles de polucion pueden verse en la
Tabla 6.

NIVEL DE _ - Merecedor [/ bl N
CONTAMINACION de atencion

Pb 6 (6,25%) 40 (41,66%) 50 (52,08%) 96

METAL Cr 6 (6,25%) 60 (62,50%) 30 (31,25%) 96

PESADO -

Ni 5 (5,21%) 36 (37,50%) 55 (57,29%) 96

S1 3 (5,00%) 30 (50,00%) 27 (45,00%) 60

S2 1 (2,08%) 20 (41,60%) 27 (56,25%) 48

ESTACION S3 1 (1,67%) 27 (45,00%) 32 (53,33%) 60

sS4 8 (13,33%) 32 (53,33%) 20 (33,33%) 60

S5 4 (6,67%) 27 (45,00%) 29 (48,33%) 60

2007 10 (20,83%) 28 (58,34%) 10 (20,83%) 48

ANO 2009 4 (2,96%) 70 (51,85%) 61 (45,19%) 135

2010 3 (2,85%) 38 (36,19%) 64 (60,95%) 105

Apr 1 (3,33%) 4 (13,33%) 25 (83,33%) 30

May 5 (11,90%) 19 (45,24%) 18 (42,86%) 42

Jun 2 (4,77%) 26 (61,90%) 14 (33,33%) 42

Jul 5 (11,90%) 23 (54,76%) 14 (33,34%) 42

MES Aug 0 (0%) 20 (66,67%) 10 (33,33%) 30

Sep 2 (6,67%) 16 (53,33%) 12 (40,00%) 30

Oct 0 (0%) 9 (30,00%) 21 (70,00%) 30

Nov 1 (6,67%) 10 (66,67%) 4 (26,67%) 15

Dic 1 (3,70%) 9 (33,33%) 17 (62,97%) 27

Tabla 8. Frecuencia de concentraciones de Pb, Cr y Ni en abejas Preocupantes, Merecedoras
de atencion y Aceptables expresadas por Metal Pesado, Estacion y Periodo (Afio y Mes). El

valor de “N” se corresponde con el numero de datos segun la Tabla 6.

Como se puede ver en la Tabla 8, el Cr y el Pb fueron los metales
pesados que alcanzaron mayores frecuencias de valores Preocupantes (6.25%
cada uno); la localizacion con mayor frecuencia de valores Preocupantes fue la
Estacion S4 (13.33%); el afio con mayor frecuencia de valores Preocupantes
fue el 2007 (20.83%); y los meses en los que se obtuvieron mayores
frecuencias de valores Preocupantes fueron los de Mayo y Julio (11.90% cada

uno).

El metal pesado que alcanzé mayor frecuencia de valores Merecedores
de atencion fue el Cr (62.50%); la localizacion con mayor frecuencia de valores
Merecedores de atencion fue la Estacion S4 (53.33%), el afio con mayor
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frecuencia de valores Merecedores de atencion fue el 2009 (51.85%); y los
meses en los que se obtuvieron mayores frecuencias de valores Merecedores

de atencién fueron los de Agosto y Noviembre (66.67% cada uno).

Finalmente, el metal pesado que alcanzé mayor frecuencia de valores
Aceptables fue el Ni (57.59%); la localizacion con mayor frecuencia de valores
Aceptables fue la Estacion S2 (56.25%); el afio con mayor frecuencia de
valores Aceptables fue el 2010 (60.95%); y el mes en el que se obtuvo mayor

frecuencia de valores Aceptables fue el de Abril (83.33%).

La variabilidad y severidad de la contaminacion por metales pesados en la
ciudad de Cordoba segun la matriz de bioconcentracion en abejas puede verse
graficamente en las Figuras 7, 8 y 9, donde se representa la concentracion
media anual de Pb, Cr y Ni en abejas en cada estacion y en cada afio en
relacion a los limites de referencia especificados en la Figura 6.
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Figura 7. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Pb en abejas (mg/kg) en
relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacién, y durante los afios 2007,

2009 y 2010. Nota: la Estacidon S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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Figura 8. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Cr en abejas (mg/kg) en
relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacion, y durante los afios 2007,
2009 y 2010. Nota: la Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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Figura 9. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Ni en abejas (mg/kg) en
relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacién, y durante los afios 2007,

2009 y 2010. Nota: la Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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En la Tabla 6 se puede ver con mas detalle las estaciones y los meses
concretos donde los valores de metales pesados sobrepasaron el LRA y fueron
Preocupantes. El andlisis de los datos desde esta perspectiva, permitio
detectar situaciones preocupantes que podrian pasar inadvertidas en una
valoracion global o mas general. Asi, aunque el afio 2010 fue calificado
globalmente como el menos contaminado por metales pesados, present6
estaciones y periodos puntuales con valores Preocupantes. Por ejemplo, la
concentracion de Cr en abejas de la Estacion S1 durante el mes de Julio y de

la Estacion S5 durante el mes de Abril (Figura 10).
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Figura 10. Variabilidad mensual de la concentracion de Cr en abejas (mg/kg) en cada estacion
durante el aflo 2010 en relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) especificados en la
Figura 6.

5.1.5. Cadmio.

Ante una denuncia de contaminacion ambiental durante el afio 2009, el
Cd fue incorporado al protocolo de muestreo y analisis durante el afio 2010.
Como se puede ver en la Tabla 9, el 40% de las muestras de abejas
excedieron el LRA para el Cd, y fueron considerados por tanto como valores
Preocupantes. En las Figuras 11 y 12 se muestra que la concentracion de Cd
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en abejas alcanzo valores Preocupantes en

de Abril, Mayo y Junio los més afectados.

la Estacion S3, siendo los meses

MES
ABEJAS | EST. Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct MEDIA
S1 ]0.1085 | 0.0370 | 0.0730 | 0.0905 | 0.1040 | 0.1035 | 0.0905 0.0867
s2 | 0.1955 | 0.2480 | 0.0895 | 0.0225 | 0.0235 | 0.0310 | 0.0190 | 0.0899
Cd 2010 S3 ]0.2980 | 0.4445 | 0.3050 | 0.1350 | 0.1590 | 0.2120 | 0.1505 | 0.2434
s4 | 0.0680 | 0.0505 | 0.0415 | 0.0295 | 0.0595 | 0.0375 | 0.0745 | 0.0516
S5 ]0.1080 | 0.0870 | 0.0555 | 0.1350 | 0.0450 | 0.0425 | 0.0660 0.0770

Tabla 9. Concentracién de Cd en

2010. El sombreado de las casillas se interpreta del mismo modo que en la Tabla 2.
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Figura 11. Variabilidad de la concentracion media de Cd en abejas (mg/kg) por Estaciones

durante 2010 en relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) especificados en la Figura 6.
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Figura 12. Variabilidad de la concentracién media de Cd en abejas (mg/kg) por Meses durante

2010 en relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) especificados en la Figura 6.

5.2. Resultados obtenidos a partir de Ila matriz de

bioconcentracion en néctar.

5.2.1. Plomo, cromo y niquel.

Las concentraciones de Pb, Cry Ni en néctar para cada estacion y fecha de

muestreo puede observarse en la Tabla 10.
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NECTAR | EsT. MES MEDIA
May Jun Jul*
S1 0,0010 0,0300 0,0135 0,0148
2007 S3 0,0025 0,0190 0,0090 0,0102
S4 0,0105 0,0130 0,0180 0,0138
S5 0,0045 0,0140 0,0075 0,0087
S1 0,0080 0,0475 0,0090 0,0215
S2 0,0010 0,0025 0,0030 0,0022
Pb 2009 S3 0,0750 0,0190 0,0160 0,0367
S4 0,0025 0,0085 0,0030 0,0047
S5 0,0500 0,0055 0,0125 0,0227
S1 0,0020 0,0030 0,0140 0,0063
S2 0,0010 0,0025 0,0015 0,0017
2010 S3 0,0050 0,0065 0,0035 0,0050
S4 0,0030 0,0140 0,0080 0,0083
S5 0,0055 0,0160 0,0450 0,0222
S1 0,0018 0,0125 0,0334 0,0159
2007 S3 0,0009 0,0093 0,0114 0,0072
S4 0,0033 0,0074 0,0171 0,0093
S5 0,0014 0,0374 0,0103 0,0164
S1 0,0053 0,0141 0,0171 0,0121
S2 0,0064 0,0093 0,0302 0,0153
c 2009 S3 0,0117 0,0131 0,0319 0,0189
r S4 0,0355 0,0101 0,0182 0,0213
S5 0,0132 0,0092 0,0361 0,0195
S1 0,0030 0,0041 0,0063 0,0045
S2 0,0025 0,0038 0,0018 0,0027
2010 S3 0,0060 0,0040 0,0051 0,0050
S4 0,0020 0,0061 0,0067 0,0049
S5 0,0045 0,0101 0,0090 0,0079
S1 0,0040 0,1545 0,0590 0,0725
2007 S3 0,0915 0,1160 0,0625 0,0900
S4 0,0160 0,0070 0,0335 0,0188
S5 0,0695 0,0340 0,0460 0,0498
S1 0,0485 0,1035 0,1160 0,0893
S2 0,0040 0,0185 0,0185 0,0137
Ni 2009 S3 0,2900 0,3555 0,3205 0,3220
! S4 0,0100 0,0310 0,0300 0,0237
S5 0,1620 0,0170 0,0380 0,0723
S1 0,0100 0,0090 0,0585 0,0258
S2 0,0120 0,0885 0,0135 0,0380
2010 S3 0,0575 0,0685 0,3635 0,1632
S4 0,0040 0,0280 0,0065 0,0128
S5 0,0185 0,0680 0,0165 0,0343

*Septiembre en 2007

Tabla 10. Concentracion de Pb, Cr y Ni (mg/kg) en néctar, por estaciones (EST) y meses
durante 2007, 2009 y 2010. El nivel de contaminacién se indica mediante sombreado de cada
casilla: color blanco significa Aceptable (polucién baja), gris claro significa Merecedor de
atencién (polucién intermedia) y gris oscuro significa Preocupante (polucién alta). Nota: la

Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.

El andlisis de Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas entre
estaciones y fechas con un 95% o 99% nivel de significacion. Diferencias
espaciales fueron detectadas en la concentracion de Pb (p<0.05) y de Ni

(p<0.01) encontrado en el néctar. También fueron detectadas diferencias
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mensuales y anuales en la concentracion de Cr (p<0.05 entre meses y p<0.01

entre anos).

Un andlisis mas detallado (Mann-Whitney, (p<0.01 o p<0.05) permitio
detectar diferencias estadisticamente significativas entre localizaciones y
periodos especificos, para cada uno de los metales pesados estudiados (Tabla
11).

Metal Pesado Pb Cr Ni
S1 b-2 a-2 ba-2
S2 a-1 a-2 ba-2

Estacién S3 b-2 a-2 c-2
S4 b-1 a-2 a-2

S5 b-2 a-2 b-2

Urban a-1 a-2 a-1

Uso del Indust a-2 a-2 b-2
suelo Agr-for a-2 a-2 b-2
2007 a-2 ab-2 a-2

Afo 2009 a-2 b-3 a-2
2010 a-1 a-1 a-2

May a-2 a-2 a-2

Mes Jun b-2 b-2 a-2
Jul ab-2 b-3 a-2

Sep ab-2 b-3 a-2

Tabla 11. Evaluacién cualitativa y cuantitativa de la contaminacion de metales pesados en
néctar en Cérdoba, por Estacién, Uso del suelo y Periodo (Afio y Mes). Ver Material y Métodos

para la interpretacion de las letras y nimeros.

5.2.2. Variacion espacial

Como se observa en la Tabla 11, la posibilidad de disponer de cinco
puntos de muestreo en la ciudad ha permitido apreciar diferencias espaciales
de la concentracién de Pb y Ni que de otro modo hubieran pasado inadvertidas.
En el caso de la concentracibn de Cr, no se detectaron diferencias

significativas.

Concretamente, la concentracion de Pb en el néctar de la Estacion S2 fue

significativamente menor que la del resto de estaciones.
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El néctar procedente de la Estacion S3 tuvo una concentracion de Ni
significativamente més alta que la de las demds estaciones, y la concentracién
de Ni en el néctar de la Estacion S5 fue significativamente mayor que la de la

Estacion S4.

Analizando los datos en funcion del uso del suelo, no se detectaron
diferencias significativas entre la concentracion de Pb y Cr en el néctar del &rea
urbana (Estacion S4), la zona industrial (agrupacién de las Estaciones S1y S5)
y la zona agroforestal (agrupacion de estaciones S2 y S3). Sin embargo, la
concentracion de Ni en néctar de la zona industrial y de la zona agricola

forestal fue significativamente mayor que la encontrada en el area urbana.

5.2.3. Variacién temporal.

Como se muestra en la Tabla 11, la accesibilidad de las muestras ha
permitido realizar un seguimiento continuo en el tiempo de la contaminacion,

detectdndose variaciones anuales y mensuales.

Anualmente, solo se detectaron diferencias significativas en cuanto al Cr.
La concentracion de Cr fue significativamente mayor en el afio 2009 que en el
2010.

Analizando los datos por meses, los valores de Pb en néctar fueron
significativamente mas bajos en Mayo que en Junio. Ademas, los valores de Cr
fueron significativamente mas bajos en Mayo que en el resto de meses.
Respecto a las concentraciones de Ni, no se detectaron diferencias

significativas entre meses.
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5.2.4. Niveles de contaminacion.

En la Tabla 12 se muestra el nimero de veces y la frecuencia (%) de las
concentraciones de Pb, Cr y Ni en néctar que fueron consideradas
Preocupantes, Merecedoras de atencion y Aceptables. En esta tabla se incluye
también una valoracién por localizaciones (estaciones) y periodos (afios y
meses). Los valores absolutos y los niveles de polucion pueden verse en la

Tabla 10.

conmhocion |Pembane] yerecede | acepavie |
Pb 1 (2.38%) 16 (38.10%) | 25 (59.52%) N=42
P'\QETAADIE) Cr 9 (21.43%) 21 (50.00%) | 12 (28.57%) N=42
Ni 4 (9.52%) 22 (52.38%) | 16 (38.10%) N=42
S1 2 (7.41%) 14 (51.85%) | 11 (40.74%) N=27
S2 1 (5.55%) 3(16.67%) | 14 (77.78%) N=18
ESTACION S3 6 (22.22%) 14 (51.85%) | 7 (25.93%) N=27
sS4 3 (11.12%) 12 (44.44%) | 12 (44.44%) N=27
S5 2 (7.41%) 16 (59.26%) | 9 (33.33%) N=27
2007 3 (8.33%) 21 (58.34%) 12 (33.33) N=36
ANO 2009 10 (22.22%) | 21 (46.67%) | 14 (31.11%) N=45
2010 1 (2.22%) 17 (37.78%) | 27 (60.00%) N=45
May 3 (7.14%) 12 (28.57%) | 27 (64.29%) N=42
MES Jun 2 (4.76%) 27 (64.29%) | 13 (30.95%) N=42
Jul* 9 (23.68%) 18 (47.37%) | 11 (28.95%) N=38
Sep 0 (0%) 2 (50.00%) | 2 (50.00%) N=4

Tabla 12. Frecuencia de concentraciones de Pb, Cr y Ni en néctar Preocupantes, Merecedoras
de atencion y Aceptables expresadas por Metal Pesado, Estacion y Periodo (Afio y Mes). El

valor de “N” se corresponde con el nimero de datos segun la Tabla 10.

Como se observa en la Tabla 12, el Cr fue el metal pesado con la mayor
frecuencia de valores Preocupantes (21.43%); la localizacion con la mayor
frecuencia de valores Preocupantes fue la Estacién S3 (22.22%); el afio con
mayor frecuencia de valores Preocupantes fue el 2009 (22.22%); y el mes en el
que se alcanzé la mayor frecuencia de valores Preocupantes fue el de Julio
(21.43%).
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El metal pesado que obtuvo la mayor frecuencia de valores Merecedores
de atencion fue el Ni (52.38%); la localizacion con mayor frecuencia de valores
Merecedores de atencion fue la Estacién S5 (59.26%); el afio con la mayor
frecuencia de valores Merecedores de atencion fue el 2007 (58.34%); y el mes
donde se obtuvo la mayor frecuencia de valores Merecedores de atencion fue
el de Junio (64.29%).

Finalmente, el metal pesado que alcanzé mayor frecuencia de valores
Aceptables fue el Pb (59.52%); la localizacion con mayor frecuencia de valores
Aceptables fue la Estacion S2 (77.78%); el afio con mayor frecuencia de
valores Aceptables fue el 2010 (60.00%); y el mes en el que se obtuvo mayor

frecuencia de valores Aceptables fue el de Mayo (64.29%).

La variabilidad y severidad de la contaminacion por metales pesados en la
ciudad de Cordoba segun la matriz néctar puede verse gréaficamente en las
Figuras 13, 14 y 15, donde se representa la concentraciéon media anual de Pb,
Cry Ni en el néctar de cada estacion y de cada afio en relacion a los valores de

referencia especificados en la Figura 6.
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Figura 13. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Pb en néctar (mg/kg) en
relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacién, y durante los afios 2007,

2009 y 2010. Nota: la Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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Figura 14. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Cr en néctar (mg/kg) en
relacién a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacion, y durante los afios 2007,
2009 y 2010. Nota: la Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.
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Figura 15. Variabilidad de las concentraciones medias anuales de Ni en néctar (mg/kg) en
relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) en cada estacién, y durante los afios 2007,

2009 y 2010. Nota: la Estacion S2 no estuvo disponible en el afio 2007.

La Tabla 10 muestra las estaciones y los meses concretos donde los

valores de metales pesados excedieron el LRA y fueron Preocupantes. El
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analisis de los datos a este nivel, permitié6 detectar situaciones preocupantes
que podrian pasar inadvertidas en una valoracién mas general. Asi, aunque el
afno 2010 fue calificado globalmente como el menos contaminado por metales
pesados, presento estaciones y periodos puntuales con valores Preocupantes.
Por ejemplo, la concentracién de Ni en néctar de la Estacion S3 durante el mes
de Julio (Figura 16).
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Figura 16. Variabilidad mensual de la concentracion de Ni en néctar (mg/kg) en cada estacion
durante el aflo 2010 en relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) especificados en la

Figura 6.

5.2.5. Cadmio.

Como se comenté con anterioridad, el Cd fue incorporado al protocolo de
muestreo en el afio 2010 tras una denuncia de contaminacion ambiental
ocurrida en el ailo 2009. Como se muestra en la Tabla 13, el 33.33% de las
muestras de néctar excedieron el LRA para el Cd y fueron, por tanto,
Preocupantes. Las Figuras 17 y 18 muestran que el Cd en néctar alcanzo6
concentraciones Preocupantes en las Estaciones S3 y S5, siendo el mes de

Julio el mas afectado.
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NECTAR | EST. MES MEDIA
May | Jun Jul

s1 ] 0,0090 [ 0,0050 [0,0195] 0,0112
s2 ] 0,0070 | 0,0030 | 0,0080 ] 0,0060
Cd 2010 s3] 0,0210 | 0,0120 | 0,0175] 0,0168
sS4 ] 0,0060 | 0,0130 | 0,0040 | 0,0077
s5 ]0,0150 | 0,0125 | 0,0260 ] 0,0178

Tabla 13. Concentracién de Cd en néctar (mg/kg) segun Estaciones (EST) y Meses durante

2010. El sombreado de las casillas se interpreta del mismo modo que en la Tabla 10.
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Figura 17. Variabilidad de la concentracién media de Cd en néctar (mg/kg) por Estaciones

durante 2010 en relacion a los limites de referencia (LRA y LRB) especificados en la Figura 6.
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Figura 18. Variabilidad de la concentracion media de Cd en néctar (mg/kg) por Meses durante

2010 en relacion a los valores de referencia (LRA y LRB) especificados en la Figura 6.
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6. DISCUSION

Se puede afirmar que los resultados obtenidos con las estaciones de A.
mellifera han aportado una informacion relevante sobre la variabilidad y

complejidad de situaciones ambientales que pueden darse a nivel local.

Dos tipos de analisis complementarios pueden ser tenidos en cuenta en la
valoracion de los resultados. En primer lugar, las diferencias significativas
permiten estudiar e investigar la evolucion de la contaminacion en el espacio y
el tiempo de manera preventiva, con vistas a controlar y mejorar continuamente
la calidad ambiental. En este sentido, recuérdese por ejemplo la relacion
establecida en este estudio entre la presencia de distintos metales pesados en
abejas y el uso del suelo, o la mayor o menor presencia de los mismos en
diferentes estaciones climatologicas del afio. Y en segundo lugar, es necesario
considerar los limites de referencia, particularmente para identificar los valores
Preocupantes, ya que éstos pueden ser tenidos en cuenta en la gestion de la
calidad ambiental como una llamada de alerta ante una situacion de gravedad y
urgencia. Esta llamada de alerta, puede ayudar y orientar al organismo
competente a actuar rapidamente en la solucibn o mitigacion de crisis

ambientales.

De acuerdo a los resultados expuestos, la ausencia de diferencias
significativas entre datos de contaminacion no indica que no se alcancen
valores Preocupantes. Del mismo modo, cuando existen diferencias
significativas, aquellos datos de contaminacién significativamente mayores no

se corresponden necesariamente con valores Preocupantes.

Asi por ejemplo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de Ni en abejas entre Estaciones ni entre
Meses durante los tres afios de estudio (Tabla 7), sin embargo en cinco
ocasiones se alcanzaron valores Preocupantes. Concretamente, durante el
2007, en la Estacion S1 en Julio, en la Estacion S4 en Junio y en la Estacion

S5 en Mayo; durante el afio 2009, en la Estacion S3 en Julio; y durante el 2010,
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en la Estacion S2 en Junio (Tabla 6). En el otro sentido, la concentracion de Pb
en abejas presentd diferencias significativas entre las Estaciones S1y S3, pero

en ningun caso se alcanzaron valores Preocupantes.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
Cr en néctar entre Estaciones ni entre Meses durante los tres afios de estudio
(Tabla 11), sin embargo en nueve ocasiones se alcanzaron valores
Preocupantes. Concretamente durante el afio 2007, en la Estacion S5 en Junio,
y en las Estaciones S1y S4 en Septiembre; durante el 2009, en la Estacion S4
en Junio y en las Estaciones S1, S2, S3, S4 and S5 en Julio (Tabla 10). En el
otro sentido, la concentracion de Pb en néctar fue significativamente diferente
en las Estaciones S2 y S1, pero en ningdn caso se registraron valores

Preocupantes.

Otros trabajos desarrollados con estaciones de A. mellifera también han
obtenido, como en este estudio, diferencias espaciales y temporales de las
concentraciones de metales pesados en abejas o néctar. Son frecuentes, por
ejemplo, los estudios que relacionan mayores niveles de estos metales en
abejas con estaciones ubicadas en el centro de las ciudades, préximas a ellas,
cercanas a zonas industriales o colindantes a carreteras con mucho trafico
(Conti y Botre, 2001; Zugravu et al., 2009; Perugini et al., 2011; Satta et al.,
2012; Bilalov et al., 2015).

El biomonitoreo del néctar fue llevado a cabo simultaneamente en las
mismas estaciones y fechas que el de abejas, entre 1 a 10 dias después de la
recogida de éstas. Esto permiti6 comparar y evaluar los resultados obtenidos
con las abejas (Gutiérrez et al.,, 2015). Para ello se tuvieron en cuenta los

resultados obtenidos en abejas en los meses de mayo, junio y julio (Tabla 14).
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NIVEL DE - Merecedgr Aceptable N

CONTAMINACION de atencion

Pb 3 (7.14%) 21 (50.50%) | 18 (42.86%) N=42

PI\QETA%LO cr 4 (9.52%) 29 (69.05%) | 9 (21.43%) N=42

Ni 5 (11.90%) 18 (42.86%) | 19 (45.24%) N=42

s1 3(11.11%) 14 (51.85%) | 10 (37.04%) N=27

S2 1 (5.56%) 3(16.67%) | 14 (77.78%) N=18

ESTACION S3 1 (3.70%) 16 (59.26%) | 10 (37.04%) N=27

S4 4 (14.80%) 17 (62.96%) | 6 (22.22%) N=27

S5 3(11.11%) 17 (62.96%) | 7 (25.93%) N=27

2007 9 (25.00%) 23 (63.81%) 4 (11.11) N=36

ANO 2009 1 (2.22%) 25 (55.56%) | 6 (13.33%) N=45

2010 2 (4.44%) 17 (37.78%) | 26 (57.78%) N=45

May 5 (11.90%) 19 (45.24%) | 18 (42.86%) N=42

MES Jun 2 (4.76%) 26 (61.90%) | 14 (33.33%) N=42

Jul* 5 (13.15%) 23 (60.53%) | 14 (36.86%) N=38

Sep 0 (0%) 2 (50.00%) | 2 (50.00%) N=4

Tabla 14. Frecuencia de concentraciones de Pb, Cr y Ni en abejas Preocupantes, Merecedoras
de atencion y Aceptables expresadas por Metal Pesado, Estacion y Periodo (Afio y Mes)

durante los meses de Mayo, Junio y Julio.

Analizando los datos en su conjunto y utilizando el analisis de correlacién
de Spearman, los resultados mostraron una correlacion positiva entre ambas
matrices en la concentracién de Pb (p<0,01; p=0.399) y de Ni (p<0,01;
p=0.402), y una correlacién negativa en la concentraciéon de Cr (p<0,01; p=-
0.401), si bien todas ellas pueden considerarse de caracter débil. En el caso
del Cd, que fue analizado sélo en el 2010, no se detect6 correlacion alguna.

Respecto a los niveles globales de polucion alcanzados en los tres afios
de estudio, ambas matrices coincidieron en indicar que el Pb, la Estacion S2, el
afio 2010 y el mes de Mayo fueron, respectivamente, el metal pesado, la

localizacion y los periodos con mayores porcentajes de valores aceptables.

En relacion a los valores Merecedores de atencion, ambas matrices
coincidieron en indicar que la Estacion S5, el afio 2007 y el mes de Junio
fueron, respectivamente, la localizacion y los periodos con mayores porcentajes
de valores Merecedores de atencion. Difirieron, sin embargo, en indicar que el
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metal con mayor porcentaje de valores Merecedores de atencion fue Cr en

abejas y Ni en néctar.

Y en cuanto a los valores Preocupantes, las dos matrices difirieron en el
metal, la Estacion y el afio donde se detectaron las mayores frecuencias de
valores Preocupantes (Ni en abejas y Cr en néctar; S4 en abejas y S3 en
néctar; 2007 en abejas y 2009 en néctar), y coincidieron en el mes (Julio).

En cuanto a la valoracion cualitativa, ambas matrices revelaron
diferencias significativas espaciales y temporales, siendo las abejas las que
detectaron mayor nimero de ellas. En los casos en que mediante una matriz se
detectaron diferencias significativas, la otra matriz las confirmé o, como ocurrié
en la mayoria de los casos, simplemente no revel6 esas diferencias. Tan solo
la cantidad de Cr encontrada en abejas fue significativamente mayor en el afo
2010 que en el 2009, mientras que la encontrada en néctar fue mayor en el
2009 que en el 2010. Este hecho podria tener vinculacion con la correlaciéon

negativa de Cr que fue detectada entre las dos matrices.

Como se ha visto, las coincidencias entre ambas matrices han sido
notables, especialmente cuando los niveles de contaminacion han sido
Aceptables y Merecedores de atencion, y no han coincidido cuando los niveles
han sido Preocupantes. Esta circunstancia puede ser debida a que en los
episodios con alta contaminacion sean mas determinantes la dindmica de cada
metal pesado en el medio ambiente, las diferentes vias de exposicién a la
polucién y la naturaleza de la propia matriz (Bogdanov, 2006). Se puede decir a
partir de estos hechos que, en los casos en los que la contaminacion alcanza
niveles Preocupantes, las dos matrices ofrecen una informacion

complementaria.

Por otro lado, desde el punto de vista de la higiene e inocuidad
alimentaria ain no se han establecido niveles maximos de metales pesados
para la miel (Comision del Codex Alimentarius, 2001). Byrne (2000) propuso a

la Unién Europea valores limite de 1 mg/kg para el Pb y 0.1 mg/kg para el Cd.
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Como puede observarse en las Tablas 6 y 10, los valores de Pb y Cd en el

néctar estan por debajo de dichos limites.

Proporcionar medidas de calidad del aire que reflejen el estado de la
ciudad en su conjunto resulta dificil de conocer a través de las estaciones
fisico-quimicas o estandar, ya que su numero suele ser reducido y, por lo
general, permanecen en lugares fijos. En el término municipal de Coérdoba, por
ejemplo, existia una Unica estacion permanente de medicibn de metales
pesados durante el tiempo en que se realizd este estudio. Esta estacion estaba
ubicada en la zona centro del nucleo urbano, entre las Estaciones S4 y S5 de
A. mellifera. Tan s6lo durante el afio 2010 la ciudad conté con una estacion
adicional, de caracter movil, que fue ubicada en la zona oeste de la ciudad
(Figura 2).

Los registros de metales pesados de ambas estaciones estandar fueron
proporcionados por el Organismo Oficial responsable del control de la
contaminacion atmosférica (Consejeria de Agricultura, Pesca y Medio Ambiente
de la Junta de Andalucia). Los valores medios mensuales de Pb, Ni y Cd
obtenidos a partir de las dos estaciones fisico-quimicas (Tabla 15) resultaron
ser estadisticamente diferentes en una estacién y otra durante al afio 2010
(Mann-Whitney, p<0.05 para el Ni y p<0.01 para el Pb y el Cd). En algunos
meses, la estacion movil mostré6 valores medios de Pb hasta 20 veces
superiores a los que se registraron en la estacion fija, y valores medios de Niy

Cd hasta 2-3 veces mayores.
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ESTACION FIJA MOVIL
Mes Pb Ni cd Pb Ni Cd
Ene 4.76 0.91 0.19 128.87 0.34 3.63
Feb - - - 270.40 1.49 13
Mar 10.27 1.25 0.32 129.28 3.54 8.78
Abr 5.36 3.11 0.25 131.27 5.02 8.45
May 10.38 1.29 0.6 82.92 3.06 8,00
Jun 5.65 2.49 1.03 47.91 3.82 3.83
Jul 7.46 2.50 0.45 59.74 3.19 2.98
Ago 4.49 1.95 0.10 25.58 2.86 0.80
Sep 9.04 1.60 0.39 70.28 2.05 2.79
Oct 5.96 0.91 0.36 94.61 3.68 3.24
Nov 6.15 0.80 0.32 142.01 2.18 8.46
Dic 5.25 1.16 0.40 138.82 2.03 12.61

Mediang/m°| 7.71 | 1.63 | 040 |11014] 2.77 6.38

Tabla 15. Concentraciones medias mensuales de Pb, Ni and Cd (ng/m3) en las estaciones
fisico-quimicas durante 2010 (Datos proporcionados por la Consejeria de Agricultura, Pesca y

Medio Ambiente de la Junta de Andalucia).

Esto quiere decir que los resultados obtenidos a partir de las mediciones
fisico-quimicas también han revelado importantes diferencias locales a tener en
cuenta en la ciudad. Por tanto, la presencia habitual de una sola estacion de
vigilancia de metales pesados hace discutible la representatividad de estas
mediciones en la evaluacion de la calidad del aire de toda la ciudad. Contar con
varios puntos de muestreo significaria un mayor conocimiento y una mejor
gestién de la politica de calidad del aire. Sin embargo, esto no siempre es
posible dada la inviabilidad econémica de instalar varios equipos
instrumentales de este tipo en una ciudad de tamafio medio, ya que son caros

y requieren personal muy especializado

Cabe destacar la coincidencia en los altos valores de Cd encontrados en
las abejas de las estaciones de biomonitoreo y los registrados por la estacién
fisico-quimica movil (Figura 19), o los altos valores de Ni encontrados en el

néctar y los registrados en la estacion fisico-quimica fija (Figura 20).
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Figura 19. Cd encontrado en abejas y registrado en la estacién fisico-quimica moévil (media

mensual) en 2010.
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Figura 20. Ni encontrado en nectar y registrado en la estacion fisico-quimica fija (media

mensual) en 2010.

En otros casos, los datos aportados por las estaciones de biomonitoreo y

las estaciones fisico-quimicas fueron diferentes. En la Figura 21 se puede
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observar un pico en la concentracion de Ni en abejas que ocurrié en Julio de
2009 y que no se reflej6 en los datos fisico-quimicos. Este pico estuvo
relacionado con la concentracion de Ni encontrada en las abejas de la Estacidon
S3, en la que el metal alcanz6 valores Preocupantes en Julio (Tabla 6), y fue
también observado en las Estaciones S1 y S5, aunque con menor intensidad.
Del mismo modo, también existieron casos en los que los datos aportados por
el néctar y las estaciones fisico-quimicas fueron diferentes. En la Figura 22 se
puede ver un incremento en la concentracion de Cd en néctar que ocurrié en
los meses de Mayo y Julio de 2010 no reflejado en los datos fisico quimicos.
Este incremento esta relacionado con la concentracion de Cd detectada en el
néctar de las Estaciones S3 y S5, donde el metal alcanzé valores

Preocupantes durante dos meses (Tabla 10).
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Figura 21 Ni encontrado en abejas y registrado en la estacién fisica-quimica fija (media

mensual) en 2009
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Figura 22. Cd encontrado en néctar y registrado en la estacién fisico-quimica fija (media

mensual) en 2010.

Estos hallazgos demuestran que las estaciones de biomonitoreo pueden
complementar la informacién obtenida a través de las estaciones estandar. De
hecho, la utilidad de las estaciones de biomonitoreo no consiste en llegar a ser
una alternativa a estos dispositivos porque, de acuerdo a Van der Steen et al.
(2015), seria improbable establecer una relacion entre la concentracion de
metales pesados en abejas y en el aire si la variacion y niveles de
concentracion atmosférica de metales pesados fuera demasiado baja. Este

argumento podria ser razonablemente aplicado en el caso del néctar.

El biomonitoreo con colonias de A. mellifera es una metodologia que
puede ser consistentemente aplicada para obtener informacion atil y precisa
sobre la calidad ambiental existente en cada momento. No obstante, se
considera necesario seguir investigando para, en primer lugar, armonizar y
estandarizar a nivel internacional la metodologia empleada y, en segundo lugar
los resultados obtenidos deberian seguir siendo estudiados en relacion a los
registrados por los métodos fisico-quimicos de referencia. Probablemente asi,
pueda normalizarse su uso en el futuro y pueda ser incluida en protocolos
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oficiales de evaluacion de calidad ambiental, complementando asi la

informacion derivada de los métodos estandar (Ruiz et al., 2013).

En cuanto al origen de la contaminacion, el tipo de industrias instaladas
en Coérdoba podrian incrementar la presencia de Pb, Cr y Ni en el medio,
fundamentalmente las dedicadas a la fundicién de metales no férreos y a la
fabricacion de cemento. El trafico de vehiculos motorizados también puede
haber contribuido (Machado et al.,, 2008). En este sentido, un andlisis
palinolégico de las abejas capturadas o del néctar podria precisar las plantas
visitadas por los insectos y aportar informacion sobre el origen de los

contaminantes (Porrini et al., 2002).

Un aspecto importante a destacar es que, probablemente debido a la
direccion de los vientos, las estaciones asignadas como control estuvieron
expuestas en ocasiones a riesgos ambientales similares o incluso superiores al
de resto de estaciones. Es el caso, por ejemplo, de las Estaciones S2 (zona
agricola - control A) y S3 (zona forestal — control B) durante el afio 2009, que
alcanzaron una media anual de Ni en abejas mayor a la del resto de estaciones
(Figura 9); durante el 2010, la concentracion media anual de Ni en abejas mas
alta fue observada en la Estacion S2 (Figura 9), y la Estacion S3 mostré una

concentracion media anual de Cd en abejas que fue Preocupante (Figura 11).

También el néctar de las estaciones control estuvo expuesto. Asi, durante
los afios 2009 y 2010, la Estacion S3 registrd concentraciones medias anuales
de Ni en néctar mayores a las del resto de estaciones (Figura 15). Ademas, en
el afo 2009 las Estaciones S2 y S3 alcanzaron valores medios anuales
Preocupantes de Cr, comparables a los de las deméas estaciones (Figura 14), y
en el afio 2010, la Estacion S3 revel6 una concentracion media anual de Cd

gue fue Preocupante (Figura 17).

La alta presencia de metales en abejas y néctar en el periodo estival, es
acorde con la dinamica que estos elementos muestran en periodos secos. La

falta de lluvia limita el potencial de autodepuracion de la atmosfera,
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favoreciendo la acumulacion de particulas en el aire (Andalucia, 2014), la
deposicion y la continua resuspension del polvo que queda sedimentado sobre

la superficie urbana (Machado et al., 2008).

Por supuesto, para un analisis o valoracion mas rigurosa del riesgo
ambiental de metales pesados en la ciudad de Cordoba seria preciso contar
con una secuencia mayor de datos que incluya mas anualidades y variables
estacionales, asi como estudios comparativos con otras ciudades espafiolas,
en particular las mas préximas, con la finalidad de adquirir limites de referencia

propios de nuestro entorno.

Parece evidente, por tanto, que el biomonitoreo con colonias de A.
mellifera constituye un enfoque Util en la valoracion de la contaminacion del aire
por metales pesados. Esta utilidad estd justificada tanto por su viabilidad
técnica, ya que las abejas tienen la capacidad de recorrer un nimero indefinido
de zonas y cubrir un area de 7 km? por estacién (Crane, 1984), proporcionando
muestras de forma continua (Porrini et al., 2002), como también porque el coste
de los equipos y materiales es mas econdmico y asumible para las distintas
administraciones que el de los métodos fisico-quimicos convencionales. Sin
embargo, se ha de tener en cuenta que el biomonitoreo con A. mellifera no
seria posible en ciudades con inviernos muy frios y la recoleccién de néctar no

es posible cuando la primavera o las floraciones hayan terminado.

Otros bioindicadores, como los liquenes, pueden también aportar
informacion de la contaminacion por metales pesados en referencia a puntos
geograficos concretos (Garty, 2002) y asi, en épocas donde las bajas
temperaturas mantengan a las abejas en el interior de las colmenas sin poder
volar ni recoger néctar, podrian representar una alternativa viable. En el futuro,
liguenes y colonias de abejas meliferas podrian ser usados como

bioindicadores complementarios.

Otras matrices apicolas, como el propoleo, pueden ser tenidas en cuenta

para valorar la contaminacién por metales pesados (Serra-Bonvehi y Orantes,
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2013). Desde el punto de vista de la calidad ambiental, el binomio abejas y
néctar es suficiente para obtener una informacién complementaria en el tiempo,
respecto a corto y medio plazo respectivamente. El propdleo podria mejorar

esta informacion en aquellas épocas en las que no se pudiera recoger néctar.

Por ultimo, especialmente interesante resultd la presencia de abejas
muertas en algunas estaciones durante el 2007. Este hecho hizo sospechar de
la presencia de otros contaminantes y, por ello, a partir de ese momento se
incluyd el biomonitoreo de pesticidas en la red de estaciones, pero su estudio

no se ha incluido en esta tesis.
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CONCLUSIONES

12 El biomonitoreo con abejas y néctar de colonias de A. mellifera, ha
ofrecido una informacién cualitativa muy relevante, al establecer
diferencias espaciales y temporales de metales pesados y detectarlos en

lugares no siempre previsibles por las estaciones de medicion estandar.

22 Los valores de bioconcentracién en abejas y en néctar coincidieron al
cuantificar la contaminacién por metales pesados cuando los niveles de
dicha contaminacion fueron Aceptables. En concreto coincidieron en
indicar que el Pb, la Estacion agricola S2, el afio 2010 y el mes de Mayo
fueron, respectivamente, el metal pesado, la localizacion y los periodos

con mayores porcentajes de valores Aceptables.

32 Abejas y néctar coincidieron en la valoracién cuantitativa de la
contaminacion por metales pesados cuando los niveles de dicha
contaminacion fueron Merecedores de atencion. En concreto coincidieron
en indicar que la Estacion industrial S5, el afio 2007 y el mes de Junio
fueron, respectivamente, la localizacion y los periodos con mayores
porcentajes de valores Merecedores de atencion. Difirieron, sin embargo,

en indicar el metal (Cr en abejas y Ni en néctar).

42 En cuanto a los valores Preocupantes, las dos matrices difirieron en el
metal (Ni en abejas y Cr en néctar), la Estacion (Estacion urbana S4 en
abejas y Estacion forestal S3 en néctar) y el afio (2007 en abejas y 2009
en néctar), coincidiendo solo en el mes (Julio). En este caso, las dos

matrices ofrecen una informacion complementaria.
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52 El biomonitoreo con estaciones de A. mellifera puede formar parte
efectiva de un sistema de vigilancia y control de la contaminacion
atmosférica de las ciudades, complementando la informacion aportada
por los métodos fisico-quimicos de referencia. En primer lugar, porque es
viable técnicamente e integra una valoracion cualitativa y cuantitativa, a
través de diferencias significativas y limites de referencia, que facilita la
gestién tanto de manera preventiva como ante la aparicion de alertas y
crisis ambientales. En segundo lugar, porque identifica la biodisponibilidad
de los contaminantes estudiados. Y en tercer lugar, porque puede
contribuir a optimizar los recursos, ya que su coste econémico es mas

bajo que el de la metodologia convencional.
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