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Resumen

El uso de plaguicidas es una de las causas que contribuye al declive de abejorros en
todo el mundo. En particular, los plaguicidas neonicotinoides se consideran altamente
toxicos para las abejas. El imidacloprid es el plaguicida neonicotinoide con mas
permisos de uso en México, utilizado en mas de 70 cultivos; su aplicacion en el pais es
principalmente foliar, seguida de la aplicacion por recubrimiento de semillas, situacion
que hace que los abejorros se vean vulnerables a su exposicidon. Se conocen algunos
efectos de los neonicotinoides a nivel individual, de nido y poblacional en abejorros de
clima templado. Sin embargo, no existen estudios realizados con especies de climas
neo-tropicales, en las cuales podrian existir efectos distintos debido a que su ecologia
es diferente. Este es el primer trabajo que involucra el efecto de este insecticida en la
especie de abejorro neo-tropical, Bombus ephippiatus. Nuestros resultados demuestran
que la ingestion de concentraciones de imidacloprid encontradas en campo por B.
ephippiatus provoca una disminucion en sus tasas de supervivencia y afecta el
desarrollo del nido de manera negativa, lo que puede conllevar a pérdidas importantes
en las poblaciones silvestres. La conclusion mas importante de nuestro trabajo es que
esta especie de abejorro tropical se ve afectada de la misma manera que las especies
templadas ya que reportamos hallazgos similares a los reportados en esas especies.
Sugiere una posible extrapolacion de los efectos de los plaguicidas en los abejorros

tropicales.
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Capitulo 1: Introduccién

Diversidad de abejas

Se estima que en el mundo hay aproximadamente 20,000 especies de abejas, de las
cuales alrededor de 2,000 se distribuyen en México. Incluyen especies de abejas
solitarias y especies de abejas sociales, perteneciendo al segundo grupo las abejas sin
aguijon, las abejas meliferas y los abejorros (Michener 2007; Quezada-Euan y Ayala-
Barajas 2010). En cuanto a los abejorros, existen alrededor de 250 especies a nivel
mundial, y hasta 2012, se registraron 23 especies en Meéxico, algunas de ellas
compartidas con Estados Unidos y Centroamérica. En recientes muestreos y colectas
realizadas en México, se encontraron ejemplares pertenecientes a 28 especies, algunas
nuevas, que aun estan en proceso de descripcion (Michener 2007; Vandame et al.
2017).

Declive de las abejas

Actualmente existe evidencia de un declive de insectos en todo el mundo (Dirzo et al.
2014; Martin et al. 2018; Forister et al. 2019; Simmons et al. 2019; Wagner 2020), y las
abejas no son la excepcién, pues varios factores afectan su diversidad y abundancia,
como el cambio climatico, el uso de monocultivos, la deforestacion, la introduccion de
abejas no nativas y la fragmentacién de habitat; los plaguicidas se consideran una de
las principales causas del declive de las abejas y esto incluye el declive de los abejorros
(Kearns et al. 1998; Kosior et al. 2007; Goulson et al. 2008; Grixti et al. 2009; Williams y
Osborne 2009; Potts et al. 2010; Cresswell 2014; Goulson et al. 2015; Sachman-Ruiz
et al. 2015; Carreck 2016; Goulson y Nicholls 2016; Vides-Borrell et al. 2019).

Abejorros

Los abejorros son insectos eusociales (Michener 2007). Forman colonias donde todos
los individuos cooperan en el cuidado del nido y hay una division de castas que incluye
reinas, obreras y machos. El ciclo de vida de los abejorros generalmente dura un afio
en zonas templadas (Goulson, 2010). La reina de la colonia muere al final del ciclo y
cada afo surgen nuevas reinas. En algunas especies tropicales, el clima no limita a las
abejas a la obtencidon de recursos y permite que las colonias sean perenes (Williams
et al. 2014).



Los abejorros se consideran polinizadores generalistas, pues visitan un gran numero de
especies de plantas y tienen un papel importante en la polinizacién de especies nativas
(Plowright 1984; Goulson 2010; Hatfield et al. 2012; Williams et al. 2014). Algunas de
las caracteristicas ecologicas de los abejorros los hacen sensibles a los cambios
ambientales; en particular, porque la generacion de individuos reproductores ocurre al
final del ciclo y los cambios en el ambiente pueden afectar el desarrollo de sus colonias
y reproduccion (Colla y Packer 2008; Ramirez y Gonzalez 2009).

Existe evidencia de una disminucion de abejorros de Norteamérica y Europa (Kosior
et al. 2007; Colla y Packer 2008; Goulson et al. 2008), la principal razén de esto es la
intensificacion de la agricultura, con el desarrollo de fertilizantes artificiales,
monocultivos, fragmentacion del habitat, cambio climatico y el uso de plaguicidas
(Goulson et al. 2008). El uso comercial de abejorros exoticos también tiene un efecto
negativo en las poblaciones de abejorros nativos, ya que causan la diseminacion de
enfermedades y en algunas regiones como América del Sur, existe competencia por
recursos como alimento y sitios de anidacion entre abejorros exoéticos y nativos
(Morales 2007; Otterstatter y Thomson 2008; Sachman-Ruiz et al. 2015; Gallot-Lavallée
et al. 2016).

Con la intensificacion de la agricultura, el uso de plaguicidas ha aumentado
significativamente, situacion que da lugar a una exposicion constante de los abejorros a
estos quimicos durante la busqueda de alimento (Mommaerts et al. 2010; Goulson et al.
2015). Esta exposicion podria afectar a las poblaciones de abejorros de forma directa o
indirecta, pues los insecticidas matan a las abejas y los herbicidas matan a su alimento
(Williams y Osborne 2009).

Plaguicidas
Los plaguicidas (fungicidas, herbicidas e insecticidas) se utilizan para la proteccion
contra plagas y enfermedades de cultivos y plantas; sin embargo, algunas moléculas,

principalmente los insecticidas, tienen el potencial de afectar a los polinizadores
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silvestres, como las abejas, afectando su ciclo de vida, diversidad y abundancia. Dentro
de los grupos de plaguicidas se encuentran los neonicotinoides, que son una familia de
agroquimicos relativamente nueva, ya que fueron introducidos al mercado a mediados
de los noventa, siendo hoy el grupo de agroquimicos mas utilizado a nivel mundial
(Casida y Durkin 2013; Blake y Copping 2017; Wood y Goulson 2017).

Los principios activos que componen el grupo de los neonicotinoides son: acetamiprid,
imidacloprid, clotianidina, dinotefuran, nintenpiram, tiacloprid y tiametoxam (Simon-
Delso et al. 2015) y se consideran moléculas neuroactivas por su modo de accion, que
afecta a los receptores colinérgicos nicotinicos del sistema nervioso, no solo en
insectos plaga, sino también en insectos benéficos y en mamiferos, aves, peces y
reptiles (Maienfisch et al. 2001; Tomizawa y Casida 2005; Kindemba 2009; Blake y
Copping 2017; Taillebois et al. 2018). Este grupo de plaguicidas se considera altamente
toxico para las abejas (Suchail 2000). Se aplican con frecuencia como tratamientos de
semillas, y su solubilidad en agua, asi como el potencial de lixiviacién, provocan la
contaminacién de los suelos cercanos a los cultivos, donde se pueden encontrar
residuos hasta tres afos después del tratamiento (Botias et al. 2015). Debido a que
estos insecticidas son sistémicos, son absorbidos por las plantas del suelo y
transportados a través de sus tejidos y de su sistema vascular, siendo biodisponibles
para las abejas y otros polinizadores en concentraciones subletales a través del polen y
néctar de cultivos y plantas silvestres (Alkassab y Kirchner 2017; Blake y Copping 2017;
Botias 2016).

Uso de plaguicidas en México

En México, la introduccion y el uso de plaguicidas quimicos resulta del paradigma
tecnologico de la modernizacion capitalista, conocido como la Revolucion Verde y
adoptado desde la década de 1940 (Bejarano Gonzalez 2017). Este modelo agricola
surge como el modelo a seguir en el camino hacia el desarrollo econémico del pais,
instaurado primero en Estados Unidos y mas tarde trasladado e implantado en México.
Dentro de este paradigma se propone una agricultura industrial intensiva, dependiente
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de diversos insumos como semillas, fertilizantes, maquinaria y plaguicidas (Cortines de
Nava 2007; Bernardino Hernandez et al. 2014; Bejarano Gonzalez 2017).

Segun registros de la Comisién Federal para la Proteccién de Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), la mayoria de los permisos otorgados actualmente para el uso de
plaguicidas en México, en el caso de los neonicotinoides, son para el uso del
imidacloprid (Fig. 1). Los permisos estan registrados para su aplicacion en mas de 70
tipos de cultivos, y el 62% se aplica de forma foliar, seguido del 14% de aplicacion por
recubrimiento de semillas (COFEPRIS, 2020), lo que supondria un alto nivel de

residuos de imidacloprid disponible para exposicion de abejorros.
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Figura 1. Permisos para el uso de plaguicidas neonicotinoides en México en el 2020

Efectos de los plaguicidas en abejorros de regiones templadas

Después de la aparicion de los neonicotinoides en el mercado, gran cantidad de
estudios evaluan sus efectos en las abejas, desde el fisiologico y el conductual (Suchail
et al. 2000; Wilson etal. 2013; Moffat et al. 2015; Stanley et al. 2015; Straub et al.
2016), hasta cdmo estos se reflejan en el nido (Tasei et al. 2000; Morandin y Winston
2003; Gill et al. 2012; Stanley y Raine 2017) y como afectan el vuelo y la polinizacion
(Feltham et al. 2014; Whitehorn et al. 2017; Lamsa et al. 2018; Muth y Leonard 2019),
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asi como la diversidad y abundancia (Kim et al. 2006; Vides-Borrell et al. 2019). Es
importante conocer estos efectos ya que los abejorros son considerados un grupo
ecologico econdmicamente importante, debido a su papel polinizador que favorece
directamente la diversidad de las comunidades vegetales (Muth y Leonard 2019) y la
seguridad alimenticia (Wagner 2020).

A nivel celular, en un estudio realizado en el cerebro de B. impatiens luego de ser
expuesto al neonicotinoide imidacloprid en condiciones de invernadero, se encontré una
inhibicion del crecimiento neuronal en obreras mayores de trece dias de edad (Wilson
et al. 2013). Moffat et al. (2015) demostraron que la exposicion a dosis utilizadas en
campo de clotianidina e imidacloprid provoca una acumulaciéon de estas sustancias
quimicas en el cerebro de B. terrestris audax en solo tres dias y provoca una

despolarizacion constante en las mitocondrias neuronales.

Stanley et al. (2015) evaluaron el efecto de dos concentraciones de tiametoxam (2,4 y
10 ppb), con exposiciones agudas (1 dia) y cronicas (24 d) sobre el rendimiento del
aprendizaje olfativo mediante el reflejo de extension de la probdscide y en la memoria
de B. terrestris. Los abejorros de este experimento fueron entrenados para asociar un
olor como predictor de recompensa, lo que permiti6 evaluar la capacidad de
entrenamiento, el nivel de aprendizaje, la velocidad de aprendizaje y la memoria. En
cuanto a las respuestas a dosis agudas de plaguicida, la exposicion afect6 la capacidad
de entrenamiento y el nivel de aprendizaje, y en el caso de los abejorros expuestos a
dosis cronicas de plaguicida, la velocidad de aprendizaje y la memoria se vieron
afectadas. Por el contrario, en un estudio realizado con clotianidina con dosis sub-
letales cronicas (0.3-5.4 ppb, 10 d) en B. terrestris, no se encontré ningun efecto sobre
la memoria y el aprendizaje de los individuos (Piiroinen et al. 2016).

A nivel de nido, estudios de laboratorio con diferentes dosis de imidacloprid y
tiametoxam muestran que existe una reduccion en la produccion de crias del abejorro
B. terrestris (Tasei etal. 2000; Mommaerts et al. 2010; Laycock y Cresswell 2013;

Laycock etal. 2014). En un experimento de once semanas con abejorros en
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invernaderos, con el abejorro norteamericano B. impatiens, donde los abejorros fueron
expuestos a imidacloprid y clotianidina, se demostré que una exposicion crénica a 20
ppb de ambos ingredientes activos aumenta la tasa de mortalidad de las reinas.
Ademas, se redujo el numero de machos producidos por colonia y se afectd la
capacidad de alimentacion de las obreras (Scholer y Krischik 2014). También se han
demostrado efectos negativos en el desarrollo de nidos en varios otros estudios, donde
la produccion de cria y de sexuados se vio afectada negativamente por la exposicidon a
neonicotinoides (Gill etal. 2012; Whitehorn et al. 2012; Larson et al. 2013; Feltham
et al. 2014; Scholer y Krischik 2014; RundIof et al. 2015; Dance et al. 2017; Stanley y
Raine 2017; Crall et al. 2018).

Con respecto al comportamiento de forrajeo y alimentacion, existen estudios realizados
en campo y en laboratorio. Gill (2012) monitore6 abejorros en campo expuestos a
imidacloprid, y mediante el uso de etiquetas de identificacion por radiofrecuencia
encontré que la exposicion cronica (28 d) a una concentracion de 10 ppb disminuye la
capacidad de colecta de polen en obreras de B. terrestris, provocando menos ingreso
de comida a los nidos. Ademas, en comparacién con el grupo control, un 50% mas de
obreras nunca regresaron al nido, lo que se atribuye al hecho de que se perdieron y no
supieron como regresar. Se encontraron resultados similares con concentraciones mas
bajas de imidacloprid, 30 ppb (6 semanas), 6 ppb y 0.7 ppb (4 semanas), que afectaron
la tasa de forrajeo y la capacidad de colecta de polen respectivamente (Morandin y
Winston 2003; Feltham et al. 2014).

Los efectos a nivel individual y en las colonias tienen consecuencias para las
poblaciones y la diversidad. Relacionado a esto, se han encontrado efectos sobre las
poblaciones y la diversidad de abejorros. Kim et al. (2006) realizaron muestreos en
areas protegidas y areas de cultivo de girasol. En las areas protegidas, se encontraron
nidos de B. californicus, B. crotchi, B. melanopygus, B. pensylvannicus y B.
vosnesenskii, mientras que en las areas de cultivo no se encontraron nidos. En un
estudio sobre diversidad y abundancia de abejas en diferentes usos de suelo en

Campeche, México, evaluando policultivos, pastizales y monocultivos, se encontré una
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mayor diversidad y abundancia de especies de abejas en policultivos y una menor
diversidad y abundancia en monocultivos (Vides-Borrell et al. 2019). Si bien existen
muchas variables que pueden afectar los resultados de estos estudios, una de las que

se consideran es la presencia de plaguicidas en areas de cultivo intensivo.

Los efectos sub-letales de estos plaguicidas son evidentes a varios niveles, sin
embargo, el uso de diferentes concentraciones en diferentes cultivos y regiones genera
confusién al comparar resultados y existen dificultades para identificar los estudios mas
confiables. Estos estudios se han realizado con las especies de abejorro de Europa y
Norteamérica B. terrestris y B. impatiens respectivamente, que son especies
comerciales y faciles de criar. Vinculado a esto, al buscar una alternativa para la
polinizacion con una especie nativa de México, se logré la crianza del abejorro
mesoamericano B. ephippiatus (Martinez de Castro Dubernard 2019), lo que también
permiti6 comenzar a estudiarlo en condiciones controladas y conocer de cerca lo que

sucede en los abejorros tropicales.

Abejorro neo-tropical Bombus ephippiatus

El abejorro B. ephippiatus es una especie tropical distribuida en México y
Centroamérica. Es considerada la especie con mayor distribucion en México, ya que
esta presente en casi todo el territorio, desde Chihuahua hasta Chiapas y entre altitudes
que van desde los 800 a los 3400 metros sobre el nivel del mar (Labougle 1990;
Chavarria-Villasefor 1996; Fuentes Montemayor y Madrid Cuevas 2003). A diferencia
de las especies de clima templado, las reinas de B. ephippiatus no hibernan y
comienzan un nuevo ciclo después del apareamiento. Las colonias de esta especie
estan activas todo el afio y hemos observado que en condiciones de laboratorio, este
abejorro presenta dos ciclos de vida en un ano (Fig. 2). Cada uno consta de un periodo
de seis meses, ocurriendo la reproduccién en los meses de enero y febrero, y en julio y
agosto (Martinez de Castro Dubernard 2019). La presencia de abejorros en ambientes
neo-tropicales sugiere que estas especies pueden mostrar la plasticidad necesaria para
adaptarse a las condiciones ambientales (Woodard 2017). Las funciones fisiologicas

como las respuestas inmunitarias, las estrategias térmicas, la respuesta de
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desintoxicacién, la susceptibilidad a las enfermedades y los pesticidas pueden variar
entre las especies de abejorros y sus contextos ecologicos (Arena y Sgolastra 2014;
Woodard 2017).

al ’:;. )
'~7‘\
A

-
&
(4

;

S

Octubre

oD
\' N @i
K !F b4
i <) v, , Scptiembre
N - |

<<

Figura 2. Calendario de B. ephippiatus bajo condiciones de laboratorio. Elaborado por Alejandra Martinez
de Castro Dubernard.

La investigacion de abejorros en Mesoamérica se ha centrado en el campo de la
taxonomia, el muestreo, la cria, el cambio climatico, diversidad genética, enfermedades,
polinizadores manejados y las recomendaciones a las politicas publicas sobre la
comercializacion de abejorros (Torres-Ruiz y Jones 2012; Gallot-Lavallée et al. 2016;
Duennes et al. 2017; Williams et al. 2020; Martinez-Lépez et al. 2021), pero se sabe

poco sobre el efecto de los plaguicidas en abejorros tropicales.

Debido a las diferencias eco-fisiolégicas mencionadas anteriormente, el efecto de los
plaguicidas podria ser diferente para las especies tropicales. Es por ello, que en este
trabajo pretendemos indagar sobre las consecuencias que tiene el imidacloprid en los
abejorros tropicales cuando se exponen en el campo a niveles realistas de residuos de
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imidacloprid en néctar y polen, es decir, niveles que se han encontrado de este
plaguicida en campo. Se han realizado muchos estudios en regiones templadas sobre
el efecto de los neonicotinoides en abejorros, sin embargo, este es el primer estudio
realizado en Mesoamérica y especificamente, el primer estudio realizado con una

especie neo-tropical.

Dado que los abejorros se consideran importantes polinizadores, ademas de considerar
el importante uso de plaguicidas en la agricultura en paises tropicales como México,
particularmente el imidacloprid, es importante determinar los efectos de una dieta
contaminada con imidacloprid en abejorros tropicales. Su efecto sobre el desarrollo de
los nidos, que es un aspecto clave para la supervivencia de las colonias de abejorros,
es de particular interés. Bombus ephippiatus tiene una amplia distribucién en la region
mesoamericana y el imidacloprid es un pesticida muy utilizado en el pais, por lo que el
estudio de los efectos del imidacloprid sobre esta especie podria dar una indicacion de
lo que esta sucediendo con los abejorros en toda la region.
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Capitulo 2: Effects of imidacloprid on survival and nest development in the neo-
tropical bumblebee Bombus ephippiatus

17



Effects of imidacloprid on survival and nest development in the neo-tropical bumblebee

Bombus ephippiatus

Alejandra Martinez de Castro Dubernard®, Dave Goulson®, Lislie Solis Montero*¢, Rémy

Vandame?

* Departamento Agricultura, Sociedad y Ambiente, El Colegio de la Frontera Sur, Chiapas,
Mexico

®School of Life Sciences, University of Sussex, Brighton, United Kingdom

¢El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, Mexico city, Mexico

* Corresponding author: El Colegio de la Frontera Sur, Carretera Panamericana y Periférico Sur
s/n, Barrio Marfa Auxiliadora, San Cristébal de Las Casas, Chiapas, Mexico - Tel 967 674 9022

- Email ale. ndcd@gmail.com

Abstract — The use of pesticides is one of the causes that contribute to the decline of
bumblebees worldwide. Some effects of neonicotinoids are known on bumblebees from
temperate climates; however, there are no studies carried out with species from tropical climates,
in which there could be different effects, since they have different ecological traits. We
demonstrated that in a neo-tropical bumblebee, Bombus ephippiatus, exposed to field realistic
levels of imidacloprid, bee survival and colony growth were significantly reduced. The most
important conclusion of our study is that tropical bumblebees are affected in a similar way to

temperate species.
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INTRODUCTION

Whether pesticides have the same effects on the little-known tropical bumblebee species
colonies as they do on the temperate ones is a question to be addressed. To address this topic
with bumblebees of Mexico, it is necessary to synthesize the state of knowledge, first of
pesticide effects on bees, and then of bumblebees in Mexico.

Bees are considered the most important insect pollinator (Greenleaf et al. 2007) and their
pollination services are crucial for food production (Wagner 2020). Currently, there is evidence
of insect decline around the world (Dirzo et al. 2014; Martin et al. 2018; Forister et al. 2019;
Simmons et al. 2019; Wagner 2020) and wild bees are not the exception. Several factors are
driving declines in bee diversity and abundance, including climate change, monocultures,
deforestation, introduction of non-native bees, and habitat fragmentation. In addition, pesticides
are considered to be one of the main causes of wild bee decline, and they have been the subject

of considerable research (IPBES 2016).

As an integral part of the intensification of agriculture, pesticide use has increased
significantly, leading to a chronic exposure of bumblebees to these chemicals during foraging in
arable landscapes (Goulson et al. 2015; Mommaerts et al. 2010). Pesticides could affect
populations of bumblebees directly or indirectly; while insecticides directly harm the bees,
herbicides suppress the food they get from weeds (Williams and Osborne 2009). Neonicotinoids
are a relatively new family of insecticides, introduced into the market in the mid-nineties and
being today the most widely used group of insecticides worldwide (Casida and Durkin 2013;
Blake and Copping 2017; Wood and Goulson 2017).
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The active ingredients that make up the neonicotinoids group are: acetamiprid,
imidacloprid, clothianidin, dinotefuran, nitenpyram, thiacloprid and thiamethoxam (Simon-Delso
et al. 2015). They are considered neuroactive molecules due to their mode of action, which
affects the nicotinic cholinergic receptors of the nervous system, not only in pest insects but also
in beneficial insects and other animals (Maienfisch et al. 2001; Tomizawa and Casida 2005;
Kindemba 2009; Blake and Copping 2017; Taillebois et al. 2018). These pesticides are frequently
applied as seed treatments, and their solubility in water, as well as the potential for leaching,
causes contamination of soils, where residues can be found up to three years after treatment
(Botias et al. 2015). Because these insecticides are systemic, they are absorbed by plants from the
soil and transported throughout their tissues via the vascular system, being bioavailable to bees
and other pollinators in sub-lethal concentrations through pollen and nectar from crops and wild
plants (Alkassab and Kirchner 2017; Blake and Copping 2017; Botias 2016). Furthermore, this
group of pesticides is considered to be highly toxic for bees (Suchail 2000).

In Mexico, the introduction and use of chemical pesticides results from the technological
paradigm of capitalist modernization, known as the Green Revolution and adopted since the
1940’s (Bejarano Gonzalez 2017). According to records of the COFEPRIS (Federal
Commission for the Protection of Sanitary Risks), most of the permits granted in Mexico these
days regarding neonicotinoids are for imidacloprid. The permissions are registered for their
application in more than 70 crops, and 62% are foliar applications, followed by 14% of seed
coating application (COFEPRIS 2020), so there is considerable potential for bumblebees to be

exposed to imidacloprid in Mexico.

Due to their role as pollinators, bumblebees are important species in ecosystems, being eusocial

bees with an annual life cycle. They are considered as generalists, for visiting a large number of
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plant species, and they have an important role in pollination of native plants in temperate and
mountainous regions (Plowright 1984; Williams et al. 2009; Goulson 2010; Hatfield et al. 2012;
Williams et al. 2014).

Unlike temperate bumblebees, colonies of neo-tropical bumblebee species are not
seasonal, and have active colonies year-round, meaning that queens do not hibernate and start a
new nest after having mated (Chavarria-Villasefior 1996). Physiological functions such as
immune responses, thermal strategies, detoxification response, susceptibility to disease and
pesticides can vary across bumblebee species and could plausibly be different in neotropical
bumblebees compared to the better-studied temperate species (Arena and Sgolastra 2014;

Woodard 2017).

Bumblebee research in Mesoamerica has been focused in the field of taxonomy,
sampling, rearing, climate change and recommendations to policy makers about bumblebee
commercialization (Williams et al. 2020; Martinez-L6pez et al. 2021), and little is known about
the effect of pesticides in tropical bumblebees. For this reason, in this work, we intend to
inquire about the consequences that imidacloprid has in tropical bumblebees when exposed to
field realistic levels of imidacloprid in nectar and pollen. Many studies have been made in
temperate regions regarding the effect of neonicotinoids in bumblebees; however, this is the
first study made in Mesoamerica and specifically, with a neo-tropical species.

Because bumblebees are considered important pollinators, as well as considering the
important use of pesticides in agriculture in tropical countries such as Mexico, particularly
imidacloprid, it is important to determine the effects of a diet contaminated with imidacloprid in
tropical bumblebees. Their effect on nest development, which is a key aspect for the survival of

bumblebee colonies, is of particular interest. Bombus ephippiatus is widely distributed in the
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Mesoamerican region and imidacloprid is a highly used pesticide in the country, so studying
imidacloprid effects on this species can provide an indication as to what is happening with

bumblebees in the entire region.

MATERIALS AND METHODS

Bumblebees

We studied the neo-tropical bumblebee species B. ephippiatus. Colonies to be used were raised in
the laboratory and came from queens collected at different sites in San Cristobal de Las Casas,
Chiapas, Mexico. The bumblebees used in this experiment are the fifth generation reared in
captivity. In the case of the experiments starting with mated queens, the queens used were mated
days before in the El Colegio de la Frontera Sur bumblebee mating room. Bumblebee colonies
were maintained in the laboratory at 27 °C, with a relative humidity of 60%, and under red light.
Food

All colonies of bumblebees in this study were fed with fresh pollen from the region collected by
the bee Apis mellifera. To ensure that the pollen was not contaminated, we made sure that it came
from a pesticide-free zone from a coffee plantation in Chiapas and a colony-feeding test was also
done to detect possible intoxication. To obtain a single uniform pollen source, the pollen grains
were liquefied and mixed with distilled water (pollen: water, 3: 1). As a substitute for nectar, bees
were given 50% fructose syrup ad libitum.

Preparation of pesticide treatments

The imidacloprid was mixed in its pure form with the fructose syrup and with the pollen for the
colonies that received treatment. For this, imidacloprid stock solutions were prepared with

purified distilled water. To achieve the desired concentrations for both treatments, these solutions
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were first diluted in the water that would be used for pollen and syrup preparation. We used a low
dose of 2 ng/g and a high dose of 10 ng/g, administrated with pollen and sugar syrup. Doses
where chosen based on a literature review of imidacloprid residues in pollen and nectar
(Bonmatin et al. 2015; David et al. 2016; Wood and Goulson 2017). The dose of 2 ng/g is close
to the lowest found value, and the dose of 10 ng/g is slightly above the average. Effects of
imidacloprid on worker survival rate in microcolonies and nest development in queenright
colonies were evaluated. Two experiments were carried out.

Experiment 1: effects of imidacloprid in microcolonies

Newly emerged workers from five B. ephippiatus queenright source colonies were randomly
selected and five of them were placed in each of the queen-less microcolony cages. Each
microcolony contained workers from the same queenright colony. Cages consist of three
sidewalls (14 cm x 6.3 cm x 6.3 cm) and a 1 cm thick wooden lid. The front face is a sliding
glass plate 2 mm thick (12.6 cm x 5 cm), and as a base they have a rack located 2 cm above
ground to ventilate the nest. A plastic perforated tube was used as syrup feeder and a Petri dish
lid was put inside to provide a solid base for nest building and as a feeder to administrate pollen.
Microcolonies were divided and randomly assigned into three treatment groups of 25
microcolonies each: control (without pesticides), low dose (2 ng/g) and high dose (10 ng/g) of
pesticide. Before the exposure to imidacloprid, workers were fed ad libitum with control (no
pesticide) syrup for 24 h to acclimatize them to the experimental conditions. Dead bees during
this acclimation time were replaced with workers from a queenright colony. Microcolonies were
maintained for 40 days; during this period, first day of egg laying, number of males produced,
male weight, and mortality were measured.

Experiment 2: queenright colony development
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For measuring nest development, five queenright colonies were exposed to each of the
previously described treatments (control, 2 ng/g, 10 ng/g). Colonies had one queen and 50 + 5
workers when treatment began. Growth of the colony was measured by counting the brood
(number of cells with eggs, larvae, and pupae), number of workers and mortality every two
days. Colonies were exposed to treatments for 40 days.

Statistical analysis

We conducted a survival analysis (Kaplan-Meier method) using the survival package (Therneau
and Grambsch 2000) in R statistical software ver. 3.6.0 (R Core Development Team 2019) to
compare survivorship curves across treatments in microcolonies. We represented graphically the
survival probability, using the survminer package (Alboukadel and Kosinski 2019). Dates of
detection of egg laying in microcolonies, amount of brood and number of workers in queenright

colonies were each compared across treatments using Kruskall-Wallis tests.

RESULTS

Experiment 1: effects of imidacloprid in microcolonies

Workers exposed to 10 ppb of imidacloprid never started a nest. Of the untreated microcolonies
and the microcolonies exposed to 2 ppb of imidacloprid, 16 and 14 microcolonies started a nest
respectively (p>0.01). Figure 1 shows that during the first twelve days of the experiment, there
was a 100% survival rate for the control microcolonies. In contrast, for microcolonies exposed
to 2 ng/g and 10 ng/g of imidacloprid, the mortality started to increase at day 6 and at day 4 of
the experiment, respectively. All microcolonies exposed to 10 ng/g of imidacloprid were dead
by day 31 of exposure. All microcolonies exposed to 2 ng/g of imidacloprid were dead by the

day 35 of exposure (p < 0.01).
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Five males were born from untreated microcolonies, and their average weight was
0.1300 + 0.0067 g. Only one male was born in a microcolony exposed to the lowest
concentration of imidacloprid and its weight was 0.1233 g. No males were born from
microcolonies exposed to 10 ng/g of imidacloprid since the bees never started a nest.
Experiment 2: queenright colonies development
For colonies exposed to 10 ng/g of imidacloprid, the number of workers decreased over the time
of exposure. Similar to results for the microcolonies, all workers of queenright colonies exposed
to the highest pesticide concentration were dead by day 31 of the experiment; this means that
there was a decrease in the birth of bees and there was an increase in the mortality of bees. In
contrast, in the control colonies, which did not receive treatment, the number of workers
increased through the study. On the other hand, queenright colonies exposed to 2 ng/g of
imidacloprid, had an approximately constant number of workers, where the mortality and the
birth of bees were similar. Mortality was higher than in the control colonies, but lower than
colonies exposed to 10 ng/g of imidacloprid (p < 0.01). The number of workers emerging in the
colonies exposed to 2 ng/g was less than control colonies, but higher than the colonies exposed
to 10 ng/g of imidacloprid (p < 0.01) (Fig. 2a). The amount of brood in nests exposed to
imidacloprid had a similar pattern to the number of workers. Nests exposed to 10 ng/g had a
decreasing amount of brood over the days of exposure. Nests exposed to 2 ng/g had an
approximately constant amount of brood until a sudden decrease occurred on day 36. For the
case of untreated colonies, amount of brood showed a constant number, and an abrupt increase

by day 36 (p<0.01) (Fig. 2b).
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DISCUSSION

We demonstrated that, in the neo-tropical bumblebee B. ephippiatus, bee survival was
significantly affected when colonies were exposed to low and high doses of imidacloprid. In
addition, we showed a negative relationship between the amount of imidacloprid in food and
worker survival rates. This suggests a chronic lethal effect in B. ephippiatus through constant
exposure to imidacloprid.

Our study shows that the use of microcolonies of five workers is useful to compare
worker survival across the exposure of different treatments, as this lets us standardize small and
homogenous colonies. However, the use of microcolonies is not useful to determine the effects
of imidacloprid on the brood, because there is an early mortality of workers, which does not
allow time for egg laying and care of the nest.

Nest development was affected in a negative way in the case of queenright colonies
exposed to imidacloprid, showing again a negative relationship between the number of workers
and brood, and the concentration of imidacloprid in pollen and nectar consumed.

In our experiment, behavioral changes were observed in the bees exposed to
imidacloprid, such as incoordination, inability to fly and defend the nest, abandoned brood and
loss of incubation. These effects on nest and bumblebee behavior have also been observed in B.
impatiens when exposed to this insecticide (Crall et al. 2018), which could be a reason why the
amount of brood decreased in nests that were exposed to a higher dose of imidacloprid.
Decrease in the amount of brood could also be because of a lack of nest care due to the
mortality of workers or to reduced fecundity, as it has been found that there is a significant

reduction in ovarian development and fecundity of workers of B. terrestris after ingesting
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environmentally realistic levels of imidacloprid (Laycock et al. 2012). Imidacloprid could also
be affecting brood development directly.

The most important finding in our research is to show that the effects of imidacloprid on
colonies of tropical bumblebee species are similar to those reported for bumblebees from
temperate climates. For example, survival rates reported in our study were similar to survival
rates found in the European bumblebee B. terrestris when exposed to imidacloprid (Tasei et al.
2000; Mommaerts et al. 2010; Gill et al. 2012; Scholer and Krischik 2014). Colony growth was
also affected in B. ferrestris colonies exposed to this neonicotinoid (Whitehorn et al. 2012),
suggesting a possible extrapolation for pesticides effects on tropical bumblebees, including
effects on foraging and studies carried out in the field.

Our results demonstrate that the ingestion by B. ephippiatus of field realistic
concentrations of imidacloprid causes a decrease in survival rates and affects nest development
negatively. This could lead to significant losses in wild populations, since the production of
males and queens occurs at the end of the life cycle and exposed nests would never reach this
point, as the inputs brought to the nest by workers are essential to reach this stage.

This is the first work involving the effect of imidacloprid in a neo-tropical bumblebee

species and studies with more species should be carried out.

Conclusions

The most important conclusion of our study is that tropical bumblebees, at least in the case of B.
ephippiatus, are affected by the insecticide imidacloprid in the same way as temperate species.
Because imidacloprid is applied in more than 70 kinds of crops in Mexico, we suggest these
effects could be commonly occurring in wild populations of native bumblebees. The transition

to a more sustainable agriculture and the reversal of agricultural landscape simplification offer
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strategic responses to the risks associated with the exposure of pesticides in wild pollinators.
Bumblebees are considered important pollinators for wildflowers and crops, and we urge
measures to reduce pesticide use, in which it is worth mentioning the promotion of integrated
pest management, complemented by farmer education, organic agriculture and policies to

reduce pesticide use globally.
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Legends

Figure 1. Probability of survival and intervals of confidence of Bombus ephippiatus workers
exposed to contaminated food with imidacloprid at different concentrations (10 ng/g dose in red

color; 2 ng/g dose in green color) and a control without pesticide (in blue color).

Figure 2. Nest development: number of workers (a) and brood cells (b) in Bombus ephippiatus
colonies exposed to pollen and nectar contaminated with different concentrations of imidacloprid

and untreated colonies.
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Capitulo 3: Conclusiones

La conclusion mas importante de nuestro estudio es que los abejorros tropicales, al
menos en el caso de la especie B. ephippiatus, se ven afectados de la misma forma

qgue las especies templadas por el insecticida imidacloprid.

Demostramos que en un abejorro neo-tropical, B. ephippiatus, la supervivencia de las
abejas se vio significativamente afectada cuando las colonias fueron expuestas a dosis
bajas y altas de imidacloprid. Ademas, mostramos una relacion negativa entre la
cantidad de imidacloprid en los alimentos y las tasas de supervivencia de las obreras.
Esto sugiere un efecto letal créonico en B. ephippiatus a través de la exposicion
constante al imidacloprid. Nuestro estudio ademas muestra que el uso de microcolonias
de cinco obreras es util para comparar la supervivencia de éstas a través de la
exposicion a diferentes tratamientos, ya que nos permiten estandarizar colonias

pequefias y homogéneas.

El desarrollo del nido se vio afectado de manera negativa en el caso de las colonias
expuestas a imidacloprid, mostrando nuevamente una relacion negativa entre la
cantidad de obreras y cria, y la concentracién de imidacloprid en el polen y néctar
consumidos. Se observaron cambios de comportamiento en las abejas expuestas al
imidacloprid, como incoordinacion, incapacidad para volar y defender el nido, cria
abandonada y pérdida de incubacion. Estos efectos en el comportamiento de los nidos
y abejorros también se han observado en el abejorro de clima templado B. impatiens
cuando se exponen a este insecticida (Crall et al. 2018), lo que podria ser una razén por
la cual la cantidad de cria disminuy6 en los nidos que estuvieron expuestos a una dosis
mas alta de imidacloprid. La disminucién en la cantidad de crias podria deberse
también a la falta de cuidado del nido debido a la mortalidad de las obreras o a la
reduccion de la fecundidad, ya que se ha comprobado que existe una reduccion
significativa en el desarrollo ovarico y la fecundidad de las obreras de B. terrestris

después ingerir niveles ambientalmente realistas de imidacloprid (Laycock et al. 2012) y
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una situacion similar podria estar sucediendo en B. ephippiatus. El imidacloprid también

podria estar afectando directamente el desarrollo de las crias.

Aqui, reportamos hallazgos similares a los reportados por abejorros de climas
templados, por ejemplo, las tasas de supervivencia reportadas en nuestro estudio
fueron similares a las tasas de supervivencia del abejorro europeo B. terrestris cuando
se expuso a imidacloprid (Tasei et al. 2000; Mommaerts et al. 2010; Gill et al.2012;
Scholer y Krischik 2014). El crecimiento de las colonias también se vio afectado en las
colonias de B. terrestris expuestas a este neonicotinoide (Whitehorn et al. 2012), lo que
sugiere una posible extrapolacién de los efectos de los plaguicidas en los abejorros
tropicales, incluidos los efectos sobre la busqueda de alimento y los estudios realizados

en el campo.

Nuestros resultados demuestran que la ingestién de concentraciones usadas en campo
de imidacloprid en B. ephippiatus provoca una disminucion en las tasas de
supervivencia y afecta el desarrollo de nidos de manera negativa. Esto puede conllevar
a pérdidas importantes en las poblaciones silvestres, ya que la produccion de machos y
reinas se da al final del ciclo de vida y los nidos nunca llegarian a este punto, ya que los

insumos que traen las obreras al nido son fundamentales para llegar a esta etapa.

Es importante mencionar que este experimento de laboratorio de toxicidad por consumo
directo es solo una aproximacién a lo que podria estar sucediendo en el campo. Este es
el primer trabajo que involucra el efecto del imidacloprid en una especie de abejorro
neo-tropical y se deben realizar estudios con mas especies y bajo condiciones de

campo.

Debido a que el imidacloprid se aplica en mas de 70 tipos de cultivos en México,
sugerimos que estos efectos podrian ocurrir comunmente en poblaciones silvestres de
abejorros nativos. La transicion a una agricultura mas sostenible y la reversion de la
simplificacion del paisaje agricola ofrecen respuestas estratégicas a los riesgos

asociados con la exposicidn de plaguicidas en polinizadores silvestres. Los abejorros

46



son considerados importantes polinizadores para flores silvestres y cultivos, vy
proponemos medidas para reducir el uso de plaguicidas, en las que cabe mencionar la
promocién del manejo integrado de plagas, complementado con la capacitacion de los
agricultores, la agricultura organica y las politicas para reducir el uso de plaguicidas a

nivel mundial.
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