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RESUMEN
Las abejas sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini) son polinizadores clave en ecosistemas
tropicales y cultivos de alto valor econdmico. Sin embargo, el uso intensivo de insecticidas
neurotoxicos amenaza sus poblaciones, y existe poca informacidn sobre su susceptibilidad a
estos insecticidas, a diferencia de lo que ocurre con la abeja melifera (Apis mellifera). El
objetivo de esta tesis fue evaluar los efectos letales y subletales de cuatro insecticidas
neurotoxicos: flupiradifurona (modulador del receptor nicotinico de la acetilcolina),
ciantraniliprol (modulador de receptores de rianodina), pimetrozina y flonicamid (ambos
moduladores de 6rganos cordotonales) sobre dos especies de abejas sin aguijon, Melipona
beecheii y Nannotrigona perilampoides. Se realizaron bioensayos de laboratorio por
exposicion oral y contacto residual para determinar concentraciones letales medias, tiempos
letales medios y efectos subletales sobre la velocidad de caminata y el despegue de vuelo.
Los resultados mostraron que M. beecheii fue consistentemente mas sensible que N.
perilampoides, independientemente del insecticida o la via de exposicion, lo que sugiere
que la susceptibilidad estd asociada a factores fisiol6gicos y genéticos méas que al tamafio
corporal. Entre los insecticidas, flupiradifurona present6 la mayor toxicidad y rapidez de
accion, seguida de pimetrozina, mientras que ciantraniliprol y flonicamid mostraron menor
toxicidad relativa. La exposicion oral fue méas perjudicial que el contacto residual. Todos
los compuestos redujeron significativamente la locomocion y capacidad de vuelo, lo que
podria afectar la eficiencia de pecoreo. En conclusion, los insecticidas evaluados
representan un riesgo potencial para ambas especies, incluso a concentraciones iguales o
inferiores a las recomendadas en campo. Estos hallazgos destacan la necesidad de incluir a
las abejas sin aguijon en las evaluaciones de riesgo y de promover practicas de manejo
integrado de plagas que reduzcan su exposicion, a fin de preservar su funcién ecologica y

su contribucidn a la produccion agricola.
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ABSTRACT
Stingless bees (Hymenoptera: Meliponini) are key pollinators in tropical ecosystems and
high-value crops, yet their populations are increasingly threatened by the widespread use of
neurotoxic insecticides. Compared with the honey bee (Apis mellifera), information on their
susceptibility to these compounds remains scarce. This thesis aimed to assess both lethal
and sublethal effects of four neurotoxic insecticides-flupyradifurone (nicotinic
acetylcholine receptor modulator), cyantraniliprole (ryanodine receptor modulator), and the
feeding inhibitors pymetrozine and flonicamid (modulators of chordotonal organs)-on two
stingless bee species, Melipona beecheii and Nannotrigona perilampoides. Laboratory
bioassays using oral and residual contact exposure were conducted to estimate median
lethal concentrations, median lethal times, and sublethal outcomes on walking speed and
flight take-off activity. Results showed that M. beecheii was consistently more sensitive
than N. perilampoides, regardless of the insecticide or exposure route, suggesting that
interspecific differences in susceptibility are linked to physiological or genetic traits rather
than body size. Among the insecticides tested, flupyradifurone exhibited the highest
toxicity and fastest action, followed by pymetrozine, while cyantraniliprole and flonicamid
were comparatively less toxic. Oral exposure was generally more detrimental than residual
contact. All compounds significantly impaired locomotion and flight take-off activity,
potentially compromising foraging efficiency. Overall, these findings indicate that the
insecticides evaluated pose a potential hazard to stingless bees, even at concentrations equal
to or below those recommended for field application. This underscores the importance of
incorporating stingless bees into pesticide risk assessments and promoting integrated pest
management strategies that minimize pollinator exposure, thereby safeguarding their

ecological role and contribution to agricultural productivity.
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I. CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1 Introduccion

La tribu Meliponini (Hymenoptera: Apidae) es el grupo més diverso de abejas
eusociales, con 605 especies descritas pertenecientes a 45 géneros (Griter, 2020; Engel et
al., 2023). Estas abejas se encuentran principalmente en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, con la mayor diversidad en la region Neotropical, que alberga 474
especies (78.3%). Seguido de la region Indomalaya y Australasia con 98 especies (16.2%) y
la region Afrotropical con 33 especies (5.5%) (Engel et al., 2023). A diferencia de otras
abejas, las especies de Meliponini carecen de aguijon funcional debido a la reduccion de los
escleritos asociados con el complejo del aguijon, lo que les ha valido el nombre comun de
"abejas sin aguijon” (Engel et al., 2023). Estas abejas desempefian un papel fundamental al
contribuir a la reproduccion de numerosas especies de plantas, incluidos muchos cultivos
econdémicamente importantes como el cacao, café y frutos (Cham et al., 2018; Quezada-
Euéan, 2018; Griter, 2020). Ademas, las abejas sin aguijon tienen importancia cultural y
econdémica para muchas comunidades rurales, donde se crian y manejan por su miel, polen
y propdleo con fines alimentarios y de salud (Quezada-Euan, 2018).

Al igual que otras abejas, las abejas sin aguijon enfrentan diversas amenazas derivadas
de actividades humanas que impactan negativamente en su entorno. Estas amenazas
incluyen la deforestacion (Brosi, 2009; Mayes et al., 2019), la fragmentacién del habitat
(Gruter, 2020), el cambio climatico (Lima y Marchioro, 2021), asi como la presencia de
patdgenos como virus, bacterias y hongos, junto con plagas como moscas féridas,
escarabajos, hormigas y acaros (Lima et al., 2016; Cham et al., 2018).

En las ultimas dos décadas, el interés por evaluar la toxicidad de los insecticidas en
abejas polinizadoras ha crecido de manera notable, impulsado por la alarmante disminucion
de sus poblaciones (Bernardes et al., 2022). Aunque las abejas sin aguijén han sido
consideradas en estas evaluaciones, solo representan el 7.84% de los estudios realizados, en
comparacion con el 79.7% dedicado a las abejas meliferas (Apis mellifera) (Bernardes et
al., 2022). La exposicion a insecticidas puede tener efectos letales y subletales en las abejas
sin aguijon. Los efectos letales resultan en la muerte directa de las abejas expuestas. Los
efectos subletales, en cambio, no causan la muerte del individuo, pero producen efectos no
letales, como cambios fisioldgicos, etologicos y de cognicion de los individuos que

sobreviven a la exposicion a concentraciones subletales de insecticidas (Tosi et al., 2022).
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Una concentracion subletal es aquella que no causa una mortalidad evidente en la poblacion
experimental (Desneux et al., 2007).

Los neonicotinoides han sido la clase de insecticidas mas ampliamente estudiada, debido
a su relacion con el sindrome del colapso de las colonias en abejas meliferas (Tosi y Nieh,
2019). No obstante, tras las restricciones y prohibiciones impuestas en diversas regiones del
mundo (Mortl et al., 2020), los agricultores han recurrido a otros grupos de insecticidas
neurotoxicos, entre ellos los butendlidos, las diamidas y aquellos que acttan sobre los
organos cordotonales, todos considerados de bajo impacto en organismos no blanco (Siviter
y Muth, 2020). Estos compuestos se emplean principalmente para el control de insectos
fitéfagos chupadores de savia, que representan plagas de alta importancia econdémica
(Sparks et al., 2020).

Los insecticidas neurotoxicos, como el butendlido, flupiradifurona, la diamida,
ciantraniliprol, y los compuestos que actan sobre los érganos cordotonales (pimetrozina y
flonicamid), se emplean ampliamente en cultivos horticolas y frutales debido a su eficacia
contra insectos de distintos érdenes, incluyendo Lepidoptera, Hemiptera, Thysanoptera,
Hymenoptera y Coleoptera (Haas et al., 2021). En México, estos productos se han
incorporado como una estrategia emergente para el manejo de plagas en sustitucion de los
insecticidas neonicotinoides (Enciso-Cabral et al., 2019; Barron-Contreras et al., 2020). En
la peninsula de Yucatan estos insecticidas se utilizan para controlar plagas como Bemisia
tabaci, Anthonomus eugenii, Aphis gossypii, Tetranychus urticae, Thrips palmi, Liriomyza
spp., Spodoptera exigua, Heliothis zea, y Diaphorina citri principalmente en cultivos de
tomate, tomate de céscara, chile, berenjena, citricos, pepino, calabaza, sandia y melén
(Montejo-Canul et al., 2019; Martin-Mex et al., 2020).

Actualmente, la informacion sobre los efectos tdxicos de la exposicion a estos
insecticidas neurotoxicos en abejas sin aguijon es limitada, en particular para especies
como Melipona beecheii y Nannotrigona perilampoides. Ambas son fundamentales para la
meliponicultura en la peninsula de Yucatan y desempefian un papel clave en la polinizacion
de cultivos de importancia econdmica, asi como de diversas plantas silvestres (Quezada-
Euan, 2018). Los efectos letales de los insecticidas suelen evaluarse mediante la
concentracion letal media (CLso), tiempo letal medio (TLso), porcentajes de mortalidad o
supervivencia, parametros esenciales para comparar la toxicidad relativa entre compuestos

(Desneux et al., 2007). Sin embargo, la exposicién subletal también puede inducir
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alteraciones en el comportamiento, particularmente en la capacidad de caminar y volar (de
Morais et al., 2018; Siviter y Muth 2020). Estas habilidades son criticas para la
supervivencia, ya que permiten a las abejas desplazarse de manera eficiente dentro del nido
0 en la busqueda y recoleccion de recursos florales (Ma et al., 2024).

En este contexto, esa tesis plantea las siguientes preguntas:

1) ¢Cuéles son los valores de CLso y TLso de flupiradifurona y ciantraniliprol en M.
beecheii y N. perilampoides? Asimismo, ¢qué efectos subletales provocan estos insecticidas
en el comportamiento de caminata y vuelo?

2) ¢Cuales son los efectos de flonicamid y pimetrozina, administrados por ingestion y
por exposicion residual, sobre la supervivencia y el comportamiento de caminata y vuelo de
estas especies?

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue evaluar los efectos letales y subletales de cuatro
insecticidas sistémicos (flupiradifurona, ciantraniliprol, flonicamid y pimetrozina) en dos

especies de abejas sin aguijon, M. beecheii y N. perilampoides.

1.2 Antecedentes
1.2.1 Importancia de las abejas sin aguijon

Las abejas sin aguijon pertenecen al orden Hymenoptera, familia Apidae, subfamilia
Apinae, y tribu Meliponini. Constituyen el grupo mas diverso de abejas eusociales, con
aproximadamente 605 especies descritas en 45 géneros (Griter, 2020; Engel et al., 2023).
Los meliponinos comparten caracteristicas morfolégicas distintivas, como el penicilium,
una larga seta en la tibia posterior y una venacion alar reducida (Wille, 1983). Ademas,
presentan una corbicula en las patas traseras utilizada para el transporte de polen, rasgo
compartido con otros grupos de abejas corbiculadas, como las abejas meliferas (tribu,
Apini) y los abejorros (tribu, Bombini) (Michener, 2007; Gruter, 2020).

Los nidos silvestres de abejas sin aguijon se establecen cominmente en cavidades
preexistentes, como troncos o0 ramas de arboles, que no son excavadas por ellas sino
adaptadas para su ocupacion (Roubik, 2006; Rasmussen y Camargo, 2008; Griter, 2020).
Estas abejas presentan un comportamiento eusocial altamente avanzado, con colonias
permanentes estructuradas en castas. El tamafio de las colonias varia ampliamente entre
especies, desde unas pocas decenas hasta varios cientos de miles de individuos (Roubik et
al., 2018; Griiter, 2020; Toledo-Hernandez et al., 2022).
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Algunas especies de abejas sin aguijon contribuyen significativamente al ingreso
econdmico en la meliponicultura (cria de las abejas sin aguijon) a través de la venta de
productos obtenidos directamente de las colonias, como miel, polen y propdleo (Quezada-
Euan, 2009). Sin embargo, el aspecto méas destacado de estos insectos es su funcién como
polinizadores. Son responsables de polinizar entre el 40% y el 90% de las plantas nativas
segun el bioma considerado (Cham et al., 2018). En algunos casos, pueden ser mas
eficientes en la polinizacion de ciertas plantas que la abeja melifera (Romero y Quezada-
Euan, 2013; Caro et al., 2017).

En los agroecosistemas, las abejas sin aguijon desempefian un papel crucial en la
polinizacion tanto en campo abierto como en invernaderos. Real-Luna et al. (2022)
determinaron que 18 especies de abejas sin aguijon polinizan 20 cultivos en México, solo
superadas por Brasil con 22 especies. Dos de las especies de abejas sin aguijéon mas
comunes en la peninsula de Yucatan son Melipona beecheii Bennet, 1831 y Nannotrigona
perilampoides Cresson, 1878, distribuidas especificamente desde el norte de México hasta
el sur de Panamé (Quezada-Euan, 2018). Melipona beecheii, conocida localmente como
Xunan kab en lengua maya, que significa “dama real”, es una de las especies de abejas sin
aguijon mas importantes de México debido a su papel como polinizador y en la
meliponicultura. Esta abeja mide entre 9.7 y 10.7 mm y forma colonias de 800 a 1,500
individuos. Anida principalmente en cavidades de arboles en &reas preservadas de la
Peninsula de Yucatan, pero también se mantiene en cajas de madera en areas rurales para la
produccién de miel (Quezada-Euan 2018). Esta especie esta asociada a 145 especies de
plantas, incluidas varias especies de importancia econdmica como la sandia (Citrullus
lanatus), el pepino (Cucumis sativus) y chiles (Capsicum spp.) (Quezada-Euén, 2018; Real-
Luna et al., 2022; Rios-Oviedo et al., 2024). Por otro lado, N. perilampoides, conocida
como Bo'ol 0 Ya'ax ich en lengua maya, que significa "ojos verdes", es una especie que se
caracteriza por sus 4.1 a 4.2 mm de longitud, con colonias compuestas de 700 a 1,200
individuos. En condiciones naturales, esta abeja anida predominantemente en arboles vivos,
pero también estd muy extendida en areas urbanas donde utiliza grietas y hendiduras en los
edificios para establecer sus colonias (Quezada-Euan, 2018; May-Itza et al., 2021,
Quezada-Euan et al., 2023). Esta especie esta asociada a mas de 50 especies de plantas, y se
ha demostrado que son eficientes polinizadores de cultivos como chile y tomate en
invernaderos (Cauich et al., 2004; Cauich et al., 2006; Rios-Oviedo et al., 2024). Aunque
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N. perilampoides no produce tanta miel como M. beecheii, se mantiene en los meliponarios
debido a su alto potencial como polinizador comercial de cultivos, gracias a su facil manejo
y adaptabilidad (Quezada-Euén, 2009).

1.2.2 Insecticidas neurotoxicos: principales compuestos utilizados en la agricultura
para el control de plagas

Las principales clases de insecticidas se dirigen a diversos sistemas de los insectos.
Aproximadamente el 79% de estos insecticidas afectan el sistema nervioso-muscular,
especificamente los canales ionicos. El 8.2% estan disefiados para alterar el crecimiento y
desarrollo de los insectos, actuando como reguladores de crecimiento. Otro 3.9%
interrumpe la produccion de energia en las mitocondrias, mientras que un 1.6% actla sobre
las membranas intestinales de los insectos (Sparks et al., 2020). Los insecticidas
neurotoxicos son los principales productos en el mercado debido a su accion rapida y
efectiva. Estos insecticidas afectan a los insectos al dirigirse a maltiples sitios sensibles en
el sistema nervioso, donde incluso una interrupcion minima puede ser letal (Casida y
Durkin, 2013). Dentro de los principales insecticidas con accion nerviosa en el mercado, se
encuentran los neonicotinoides (25%), piretroides (17%), organofosforados (8%) y
carbamatos (3%). Sin embargo, hay clases de insecticidas relativamente nuevas, como los
butendlidos o las diamidas, que estdn experimentando un crecimiento significativo. Por
ejemplo, el valor de mercado de las diamidas incluso supera la combinacion de
organofosforados y carbamatos juntos, con un 13% (Cuadro 1.1) (Sparks, 2025). Otro
grupo de insecticidas sistémicos, conocidos como bloqueadores selectivos de la
alimentacion, se emplean extensamente debido a su interaccion con los O6rganos
cordotonales de insectos (Maienfisch, 2019). Estos 6rganos, presentes exclusivamente en
insectos y crustaceos, se distribuyen por todo el cuerpo, especialmente en las articulaciones
entre las extremidades y los segmentos (Yack, 2004; Kavlie y Albert, 2013). Funcionan
como propioceptores, contribuyendo al control de la locomocién y monitoreando estimulos
externos como la gravedad, el sonido, el viento y la vibracion del sustrato (Field y
Matheson, 1998; Yack, 2004; Kavlie y Albert, 2013). Dentro de los insecticidas
bloqueadores de la alimentacién, la pimetrozina y el flonicamid destacan por su eficacia
(Maienfisch, 2019) (Cuadro 1.1).



Cuadro 1.1 Principales grupos de insecticidas utilizados para el control de plagas

Grupos (valor de mercado)®  Uso agricola (familias de insectos) Mecanismo de accion

Neonicotinoides Hemipteros, tisanopteros y psilidos Agonistas del receptor nicotinico
($4,752) de la acetilcolina
Piretroides Hemipteros, ortdpteros, tisandpteros, Inhibidores de los canales de
($2,978) coledpteros y larvas de lepidoptera sodio del axdn
Organofosforados Hemipteros, tisanopteros, coledpteros Inhibicién no competitiva de la
($1,467) ortopteros y larvas de lepidoptera acetilcolinesterasa
Carbamatos Hemipteros, tisandpteros, Inhibicion competitiva de la
($ 550) coledpteros, ortopteros y larvas de acetilcolinesterasa

lepidoptera
Butendlidos Hemipteros, tisanopteros, psilidosy  Agonistas del receptor nicotinico
(flupiradifurone) ($ 28) cicadélidos de la acetilcolina
Diamidas Larvas de lepiddptera, hemipteros, Moduladores del receptor de la
(ciantraniliprol) ($ 2,336) tisandpteros y coledpteros. rianodina
Piridinas azometinas Tisanopteros y hemipteros, Moduladores de los canales de
(pimetrozina) ($ 70) especialmente pulgones receptores de potencial

transitorio (TRP)
Piridinas carboxamidas Tisanopteros y hemipteros, Inhibidores de la nicotinamidasa

(Flonicamid) ($ 55) especialmente pulgones

®/alores en millones de ddlares; datos tomados de Sparks et al. (2020).

La flupiradifurona es un insecticida butenodlido que actia como agonista de los
receptores nicotinicos de acetilcolina (NnAChR), compartiendo el mismo sitio de accion que
los neonicotinoides. Sin embargo, a diferencia de estos ultimos, la flupidirafurona se
clasifica dentro del subgrupo 4D del Comité de Accion de Resistencia a Insecticidas
(IRAC) debido a particularidades en su farmacoforo (Jeschke et al., 2015). Las diamidas
son activadores de receptores de rianodina (RyR), los cuales regulan la liberacion de calcio
de los depdsitos internos durante la contraccion muscular. El ciantraniliprol, clasificado en
el grupo 28 del IRAC, se une a estos receptores y provoca una liberacion descontrolada de
calcio, lo que conduce a la interrupcién de la alimentacion, letargo, paralisis y, finalmente,

la muerte del insecto (Lahm et al., 2005). La pimetrozina (IRAC, subgrupo 9B) y el
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flonicamid (IRAC, grupo 29) son insecticidas sistémicos que afectan los &rganos
cordotonales, receptores sensoriales ubicados en las articulaciones de los insectos (Yack,
2004; Kavlie y Albert, 2013; Maienfisch, 2019). Estos o6rganos cumplen funciones
esenciales en la locomocién y en la deteccion de estimulos externos como la gravedad, el
sonido y las vibraciones del sustrato (Field y Matheson, 1998; Yack, 2004; Kavlie y Albert,
2013). La pimetrozina interfiere con la coordinacion motora e inhibe la alimentacion al
inducir una sobreestimulacion de los receptores cordotonales (Nesterov et al., 2015;
Salgado, 2017; Huang et al., 2023). En contraste, el flonicamid también actla
selectivamente sobre estos 6rganos sensoriales, pero su principal mecanismo de accion es la
inhibicion de la nicotinamidasa, una enzima involucrada en procesos metabolicos clave
como la respiracion celular, la produccion de energia y la reparacion del ADN (Spalthoff et
al., 2022; Qiao et al., 2022).

1.2.3 Rutas de exposicion de las abejas a los insecticidas

De acuerdo con la naturaleza de los insecticidas, son utilizados tres métodos de
aplicacion a los cultivos: fumigacion directa, aplicaciones al suelo y aplicacion a semillas.
Estos métodos de aplicacion desempefian un papel crucial en la exposicion de estos
productos quimicos a los polinizadores que visitan un cultivo (Kumar et al., 2020). Cham et
al. (2018) sefialaron que las abejas sin aguijon estan expuestas a través de particulas de aire
y el consumo de néctar. Sin embargo, debido a su morfologia extremadamente diversa,
habitos de nidificacion y comportamiento, las abejas sin aguijon enfrentan un riesgo
particularmente alto en comparacion con las abejas meliferas. Esto se debe a que los
meliponinos recolectan una amplia variedad de materiales, como resinas, barro, pétalos,
hojas, heces, palos pequefios, piedras pequefias, semillas, latex y gotas de miel, lo que los
expone potencialmente al contacto, la exposicion oral y residual a los insecticidas
(Quezada-Euén, 2018; Cham et al., 2018; Gruter, 2020) (Figura 1.1). Cuando se aplican
insecticidas al suelo, algunos muestran actividad sistémica o translaminar, lo que significa
que son absorbidos por las raices de las plantas y se trasladan a través del sistema vascular
hacia los 6rganos vegetativos y reproductivos. Esta capacidad facilita que el insecticida
pueda contaminar el polen y el néctar de las plantas, de manera similar a las aplicaciones de

fumigacion directa (Lima et al., 2016).
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Figura 1.1 Rutas de exposicion de las abejas sin aguijon a insecticidas. Abejas de diferentes
especies, sexos, edades y castas pueden estar expuestas directa o indirectamente a insecticidas
aislados o combinados. Las abejas voladoras (pecoreadoras, machos y reinas virgenes) pueden
estar expuestas topicamente a la pulverizacion de insecticidas mientras buscan alimento o se
aparean. La exposicion por contacto-residual u oral puede ocurrir durante la busqueda de
alimento o cuando se trasladan recursos contaminados a las colonias. El contacto y la
asignacién de alimentos entre compafieros de nido (trofalaxis, provision de alimento para
larvas e ingestién de alimentos) o entre no compaferos de nido (copula o defensa) puede

resultar en contaminacion cruzada entre individuos y colonias.

1.2.4 Efectos letales de insecticidas en abejas sin aguijon

Las estimaciones convencionales del dafio causado por los insecticidas a las abejas
generalmente se basan en determinar la concentracion letal media (CLso), dosis letal media
(DLso), porcentaje de mortalidad o supervivencia. Estas métricas son una herramienta
esencial para comparar las toxicidades de diferentes principios activos y formulaciones de
insecticidas (Desneux et al., 2007; de Franca et al., 2017). Entre las clases de insecticidas
neurotoxicos evaluadas en abejas sin aguijon, los neonicotinoides son el grupo mas
frecuentemente analizado (30.7%) (Figura 1.2). Ingredientes activos como el imidacloprid,
el tiametoxam y el acetamiprid predominan en la literatura, lo que refleja la preocupacién
por su impacto en meliponinos. Los organofosforados y los piretroides fueron los siguientes
grupos mas estudiados, aunque con una frecuencia notablemente menor. Cabe destacar que

relativamente pocos estudios han examinado compuestos como la flupiradifurona
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(butendlido), el ciantraniliprol (diamidas), la pimetrozina (piridina azometina), o el
flonicamid (piridinas carboxamidas), lo que pone de manifiesto importantes lagunas de
conocimiento (Figura 1.2).

Figura 1.2 Distribucion de insecticidas neurotoxicos evaluados en abejas sin aguijon
(Meliponini), clasificados por clase quimica (circulo interior) e ingrediente activo
(circulo exterior). Los porcentajes representan la cantidad de veces que un grupo o un
ingrediente activo ha sido medido, independientemente de si proviene del mismo estudio

o de diferentes rutas de exposicion.

Los estudios toxicoldgicos en abejas sin aguijon han sido muy desiguales entre géneros
y especies (Figura 1.3). Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona postica y Tetragonisca
fiebrigi dominan la literatura, probablemente debido a su distribucion geogréfica, su facil
manejo en laboratorio y su establecimiento previo como especies modelo en estudios de
polinizacién y ecotoxicologia. Por el contrario, muchos géneros, como Nannotrigona,
Tetragona y Frieseomelitta, siguen estando muy poco representados, a pesar de su
importancia ecoldgica en diversos habitats neotropicales (Quezada-Euan, 2018) (Figura
1.3).
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Figura 1.3 Evaluaciones toxicoldgicas de insecticidas neurotoxicos en especies de abejas sin
aguijon (Meliponini). Frecuencia con la que cada especie de abeja sin aguijon ha sido
evaluada en estudios toxicoldgicos letales (DLso, CLso, porcentaje de mortalidad o
supervivencia). Los valores representan la cantidad de veces que una especie ha sido medida,

independientemente de si proviene del mismo estudio o diferentes rutas de exposicion.

1.2.5 Efectos subletales de insecticidas en la locomocidn de las abejas sin aguijon

Aunque los resultados de los efectos letales en laboratorio han sido extremadamente
valiosos, en un escenario realista, las concentraciones de insecticidas mas bajas suelen
producirse después de la aplicacion inicial, ya que se degradan por varios factores
abioticos, como las precipitaciones, la temperatura y la luz solar (Desneux et al., 2007). De
esta manera, en condiciones de campo, las abejas pueden estar expuestas a concentraciones
subletales de insecticidas y pueden experimentar efectos subletales relacionados (de Franca
etal., 2017).

Los efectos subletales de los insecticidas en las abejas sin aguijon se clasifican en tres
grupos principales: fisioldgicos, conductuales y cognitivos. Los efectos fisioldgicos abarcan
la biogquimica, el desarrollo y la reproduccion. Los efectos conductuales incluyen la
actividad y la alimentacion. Los efectos cognitivos comprenden el aprendizaje, y la
memoria (Figura 1.4).
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subletales

Figura 1.4 Categorias de efectos subletales de abejas sin aguijon expuestas a insecticidas

neurotoxicos.

La exposicion subletal a insecticidas puede provocar cambios significativos en el
comportamiento, como alteraciones en la capacidad de caminar y volar (de Morais et al.,
2018; Siviter y Muth, 2020). Estas habilidades son fundamentales para la supervivencia de
las colonias, ya que permiten a las abejas explorar y recolectar recursos de una amplia
variedad de flores (Ma et al., 2024). El cuadro 1.2 presenta algunos de los efectos
subletales observados en la locomocién de estas abejas.

Cuadro 1.2 Efectos subletales en la locomocion de insecticidas neurotdxicos en abejas

sin aguijon.

Insecticidas Efecto subletal en la locomocién

Imidacloprid Reduccion en la distancia, velocidad de caminata, aumento en el tiempo de descanso y
el nimero de paradas en adultos de cuatro y ocho dias de edad en ingesta larvaria

Fipronil Reduccion en la velocidad de escalada, letargo, dificultad motora, paralisis e
hiperexcitacion

Spinosad Reduccion en el nimero de paradas y tiempo de descanso

Acetamiprid, Reduccion de la velocidad media, distancia recorrida, duracion y la frecuencia de

imidacloprid, tiacloprid  reposo, y movilidad continua

Imidacloprid, tiacloprid,  Reduccio6n de la velocidad media, distancia recorrida, duracién y frecuencia del reposo.
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acetamiprid, tiametoxam  Tiametoxam causo hiperactividad

Clorantraniliprol Reduccidn en la actividad de vuelo y caida libre

1.3 Hipdtesis

a) La exposicion a flupiradifurona y ciantraniliprol causaré efectos letales y subletales
diferenciados entre Melipona beecheii y Nannotrigona perilampoides, manifestandose en
diferencias significativas en la concentracion letal media (CLso), el tiempo letal medio

(TLso) y en la actividad locomotora (velocidad de caminata y despegue de vuelo).

b) La exposicion oral y por contacto a flonicamid y pimetrozina reducira
significativamente la supervivencia y afectara negativamente la actividad locomotora
(velocidad de caminata y despegue de vuelo) de M. beecheii y N. perilampoides, siendo el

efecto mas pronunciado tras la exposicion oral.

1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Evaluar los efectos letales y subletales de insecticidas neurotdxicos (flupiradifurona,
ciantraniliprol, flonicamid y pimetrozina) en dos especies de abejas sin aguijon, Melipona

beecheii y Nannotrigona perilampoides.

1.4.2 Objetivos especificos

Determinar la concentracion letal media (CLso) y el tiempo letal medio (TLso) de
flupiradifurona, ciantraniliprol y evaluar sus efectos subletales sobre la actividad de
caminata y el despegue de vuelo en dos especies de abejas sin aguijon, Melipona beecheii y
Nannotrigona perilampoides.

Evaluar los efectos de dos insecticidas neurotoxicos (flonicamid y pimetrozina) sobre la
supervivencia y la actividad locomotora (velocidad de caminata y despegue de vuelo) de las
abejas sin aguijén Melipona beecheii y Nannotrigona perilampoides después de la

exposicion oral y de contacto.
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1.5 Procedimiento experimental
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Figura 1.5 Estrategia experimental planteada para el desarrollo del presente trabajo.
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2.1 ABSTRACT

Stingless bees are important pollinators in tropical regions, but their survival and
behavior have been impacted by various factors, including exposure to insecticides. Here,
we evaluated the lethal and sublethal effects of commercial formulations of two widely
used insecticides, flupyradifurone (FPF formulation) and cyantraniliprole (CY
formulation), on Melipona beecheii and Nannotrigona perilampoides. The study involved oral
exposure of bees to insecticides, calculation of the lethal concentration (LCso) and the
lethal time (LTs0) and evaluation of walking and flight take-off activities. The LCso values
showed that the largest bee, M. beecheii, was more sensitive than N. perilampoides to both
insecticides and that the FPF formulation had faster lethal effects in both species (N.
perilampoides, 9.6 h; M. beecheii, 5 h) compared to the effects of the CY formulation (N.
perilampoides, 17 h; M. beecheii, 24.7 h). Sublethal concentrations (LCso0 and LCsos00) of both
insecticides affected walking and flight take-off activities. After 6 to 24 h of exposure, both
FPF and CY formulations significantly reduced the mean walking speed of N.
perilampoides (0.962 to 1.402 cm/s) and M. beecheii (2.026 to 2.589 cm/s) compared to the
control groups (N. perilampoides: 1.648 to 1.941 cm/s; M. beecheii: 2.759 to 3.471 cm/s).
Additionally, the FPF and the CY formulation impaired individual flight take-off in both
species. This study provides the first comprehensive evaluation of the lethal and sublethal
effects of flupyradifurone and cyantraniliprole on M. beecheii and N. perilampoides, offering
valuable information for future research on insecticide toxicity in stingless bees.

Keywords: Butenolide insecticide, Diamide insecticide, Locomotion, Meliponini.
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3.1 ABSTRACT

Chordotonal organs are vital for survival, allowing insects to navigate, communicate, and
detect predators or prey effectively. However, little is known about the toxic effects of
chordotonal-organ-targeting insecticides (COTI) on stingless bees. Here, we evaluated the
toxicity of commercial formulations of two COTls, flonicamid and pymetrozine, on
stingless bees Melipona beecheii and Nannotrigona perilampoides. After acute oral and contact
exposure to field-recommended concentrations (flonicamid: 250 mg a.i./L and
pymetrozine: 500 mg a.i./L), survival rates, walking speed, and flight take-off activity
were assessed. Overall, the toxic effects of the insecticides were more pronounced in M.
beecheii and when bees ingested the insecticides. Survival rates dropped to 23-32% in M.
beecheii and 77-94% in N. perilampoides when exposed to the insecticides. In M. beechei,
oral exposure to insecticides decreased walking speed to 0.14-0.95 cm/s, compared to 3.30-
3.74 cm/s for the control group. For contact exposure, only pymetrozine caused a
significant reduction in walking speed (0.48-1.21 cm/s) compared to the control group
(1.85-2.61 cm/s). In N. perilampoides, both oral and contact exposure to insecticides reduced
walking speed to 0.43-0.49 cm/s, compared to 1.07-1.18 cm/s for the control group. The
insecticides also significantly reduced flight take-off activity, with only 6.7% of M. beecheii
adults and none of the N. perilampoides adults being able to fly after oral or contact
exposure, compared to 70 and 80% in their respective control groups. Our findings
demonstrate the vulnerability of stingless bees to COTIs, highlighting the urgent need for
stricter pesticide regulations to protect pollinator health.

Keywords: pymetrozine, flonicamid, stingless bees, survival, behavior, sublethal effects
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IV. DISCUSION GENERAL
La presente tesis aporta un panorama integral sobre los efectos letales y subletales de cuatro
insecticidas neurotoxicos en dos especies de abejas sin aguijon del Neotropico, Melipona
beecheii y Nannotrigona perilampoides. Los resultados mostraron diferencias claras de
susceptibilidad entre especies, siendo M. beecheii mas sensible en todas las pruebas, lo que
indica que la vulnerabilidad a insecticidas no depende Unicamente del tamafio corporal,
sino también de caracteristicas fisioldgicas y genéticas (Lourencetti et al., 2023).
Entre los compuestos, la flupiradifurona mostr6 mayor toxicidad y rapidez de accion,
seguida de pimetrozina, mientras que ciantraniliprol y flonicamid exhibieron toxicidad
menor. La exposicion oral resulté mas dafiina que el contacto residual, y todos los
compuestos afectaron locomocion y vuelo. Estos hallazgos coinciden parcialmente con
estudios en Apis mellifera y Bombus spp., donde flupiradifurona y otros moduladores
nicotinicos muestran alta toxicidad (Hesselbach y Scheiner, 2018; Tosi y Nieh, 2019). Sin
embargo, en abejas sin aguijon los datos son mas limitados, por lo que este trabajo aporta
evidencia novedosa sobre modos de accion poco evaluados (6rganos cordotonales,
receptores de rianodina) (Lahm et al., 2005; Nesterov et al., 2015).
La reduccion en la locomocion y la capacidad de vuelo observada puede desencadenar una
cascada de efectos: en primer lugar, disminuir la eficiencia de forrajeo y la recoleccion de
recursos como néctar, polen y resinas; en segundo lugar, aumentar la pérdida de individuos
que, al no poder regresar a la colonia, reducen el tamafio poblacional; y, en dGltima
instancia, comprometer el éxito en la polinizacion de cultivos (Desneux et al., 2007). Esto
adquiere relevancia en regiones neotropicales donde las abejas sin aguijon son
polinizadores principales de especies nativas y agricolas de alto valor (Real-Luna et al.,
2022).
La comparacién entre especies refuerza la idea de que A. mellifera no es un modelo
universal adecuado para representar a todas las abejas (Arena y Sgolastra, 2014). Las
diferencias detectadas sugieren la necesidad de incluir Meliponini en las pruebas
regulatorias de riesgo. El trabajo se realiz6 bajo condiciones de laboratorio, lo cual permitié
controlar las variables, pero no refleja la complejidad de la exposicién en campo. Futuras
investigaciones deberian incorporar evaluaciones en colonias completas, estudios crénicos
y pruebas en semicampo o campo abierto. Ademas, seria relevante explorar efectos en
reproduccion, desarrollo larval y las bases moleculares que determinan la resiliencia o

vulnerabilidad de estas especies frente a los agroquimicos.
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V. CONCLUSIONES GENERALES
Los resultados de esta tesis muestran que los insecticidas neurotoxicos flupiradifurona,
ciantraniliprol, pimetrozina y flonicamid afectan de manera significativa la supervivencia y
el comportamiento locomotor de Melipona beecheii y Nannotrigona perilampoides. La
abeja (M. beecheii) fue significativamente mas susceptible que N. perilampoides a todos los
insecticidas evaluados y vias de exposicion, lo que indica que las diferencias en
sensibilidad estan relacionadas con caracteristicas intrinsecas de cada especie mas que con
el tamafio corporal. La flupiradifurona mostrd la mayor toxicidad y velocidad de accion,
seguido de pimetrozina, mientras que ciantraniliprol y flonicamid fueron relativamente
menos tdxicos. La exposicion oral provoco efectos mas severos que el contacto residual en
ambas especies. Todos los insecticidas evaluados redujeron significativamente la velocidad
de caminata y el despegue de vuelo, lo que implica un compromiso funcional que puede
repercutir en el desempefio de actividades esenciales como el pecoreo. En conjunto, estos
hallazgos generan por primera vez informacion experimental sobre la susceptibilidad de
estas dos especies de abejas sin aguijon neotropicales a insecticidas neurotéxicos incluso a
concentraciones cercanas o0 menores a las de uso agricola, contribuyendo a reducir el vacio
de conocimiento existente para este grupo de polinizadores. Sin embargo, aln es necesario
profundizar en aspectos como las bases moleculares de la susceptibilidad, asi como en los
efectos a nivel de colonia y en condiciones de campo, para comprender de manera integral

la resiliencia limitada de las abejas sin aguijon frente a la exposicion a estos agroguimicos.

24



