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RESPUESTA A LA EXPOSICION DE UNA POBLACION DE ABEJAS (Apis
mellifera L.) AIMIDACLOPRID

Rubén Santillan Castillo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

El uso de insecticidas en la agricultura representa un riesgo para la
supervivencia de Apis mellifera L., especie clave para mantener la biodiversidad del
planeta. Un mecanismo para contrarrestar los efectos negativos, es el desarrollo de
colmenas tolerantes a los neonicotinoides. El objetivo de este estudio fue determinar,
mediante la Dosis Letal Media (DLso), las diferencias en la mortalidad de varias
colmenas de Apis mellifera, tomadas al azar del apiario experimental del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, expuestas a cuatro dosis (0.01 a 1.0 mL-* L) del
insecticida Confidor® (i.a., imidacloprid), valorada en dos temporadas y la influencia
de un coadyuvante comercial.

En Montecillo, Texcoco, Edo. de Méx., en el periodo 2020 - 2021, se asperjaron
15 abejas euro-africanas coetaneas por colmena, por dosis de insecticida, con y sin
coadyuvante, seleccionadas de 10 colmenas del apiario experimental del Colegio de
Postgraduados. Se registrd, durante 72 h, la mortalidad de los insectos. La dosis
superior del insecticida, correspondiente a la recomendacién para uso agricola del
fabricante (1.0 mL* L), resulté extremadamente mortal (mas del 80% de mortalidad
promedio de ambas temporadas). Se identificé una colmena que mostré mayor
tolerancia con menor porcentaje promedio de mortalidad y mayor DLso, estimada ésta
mediante la regresion de la mortalidad sobre la dosis, en la temporada otono —
invierno (26.3%; DLso=1 mL* L) y otra colmena tolerante en la temporada primavera
— verano (46.92%; DL50=0.09 mL-L1).

La adicion de un coadyuvante no afecté de forma biolégica significativa la
mortalidad de las abejas. La DL5o fue variable entre colmenas de ambas temporadas,
lo cual permite esperar respuesta de seleccion en estudios posteriores; ademas, las
lecturas alrededor de las 20 h posteriores a la exposiciéon y las dosis 0.033 y 0.066
mL- L1 permitieron, de manera mas clara, observar diferencias significativas en la
mortalidad entre las colmenas; niveles que serian recomendables en futuras
Investigaciones.

Palabras clave. Apis mellifera, dosis letal media, imidacloprid, neonicotinoides,
tolerancia.
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RESPONSE TO THE EXPOSURE OF A POPULATION OF BEES (Apis
mellifera L.) TO IMIDACLOPRID

Rubén Santillan Castillo, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Use of insecticides in agriculture represents a risk for the survival of Apis
mellifera L., a key species for maintaining the planet’s biodiversity. A mechanism to
counteract the negative effects is the development of neonicotinoids-tolerant hives.
The main objective of this study was to determine, by means of the Median Lethal
Dose (LLDso), the differences in the mortality of several Apis mellifera hives, taken
randomly from the experimental apiary of Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, exposed to four doses (0.01 to 1.0 mL*L!) of the Confidor® insecticide
(i.a., imidacloprid), assessed in two seasons and the influence of a commercial
adjuvant.

In Montecillo, Texcoco, Edo. de Méx., in 2020 — 2021 period, 15 contemporary
Euro-African bees were sprayed per hive, per dose of insecticide, with and without
adjuvant, selected from 10 hives of the experimental apiary of Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. Insect mortality was recorded through 72 h. The
higher dose of the insecticide, corresponding to the manufacturer’s recommendation
for agricultural purposes (1.0 mL-*L-1), was extremely fatal (grater than 80% of
average mortality from both seasons). One hive was identified to show greater
tolerance with a lower average percentage of mortality and higher LDso, estimated
by regression of mortality on the dose, in the autumn-winter 2020 season (26.3%;
LDs0=1 mL-Ll) and another hive in the spring-summer 2021 season (46.92%;
LD50=0.09 mL-L1).

The addition of an adjuvant did not affect bee mortality in a biologically
significant way. The LLDso was variable between hives of both seasons, which allows
us to expect a selection response in subsequent studies; in addition, readings around
20 h after exposure and doses 0.033 and 0.066 mL-*L-! allowed, in a better way, to
detect significant differences in the mortality of the hives. These ranges of time and
dose would be useful in future research.

Keywords. Apis mellifera, median lethal dose, imidacloprid, neonicotinoids,
tolerance.
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I INTRODUCCION

Las abejas (Apis sp.) son un género de insectos de la familia Apidae:
Hymenoptera; integrada por aproximadamente 6,000 especies. En este género se
encuentran algunas de las especies mas valiosas del planeta, pues intervienen en la
polinizaciéon de al menos un cuarto de milléon de especies vegetales de importancia
ambiental, social y agricola. El 75% de los cultivos alimenticios del mundo depende,

al menos parcialmente, de la zoopolinizacién (ONU, 2021).

Los himendépteros forman parte de un extenso grupo de especies con amenaza
de extincién. Existen evidencias de que la actividad humana es la responsable de esto
y, en parte, la propia agricultura codependiente de las mismas (Gill et al., 2012). Una
de las causas por las que las abejas desaparecen es la aplicaciéon de agroquimicos, en
especial los insecticidas para el control de plagas agricolas, particularmente el grupo
de los neonicotinoides que, para muchos autores, representa una de las mas serias

amenazas para la fauna insectil benéfica.

Es urgente que la humanidad aprenda a convivir con los diversos factores del
ambiente que lo rodea, conservar y ampliar areas naturales y valorar de manera
conveniente a las demas especies que conforman los ecosistemas, abejas incluidas,
con el fin de evitar su extincion. Por lo anterior, surge la necesidad de impulsar
investigaciones que se enfoquen en evitar o reducir la muerte de polinizadores, uno
de los cuales es Apis mellifera L. Algunas de las amenazas mas importantes que

encara esta especie son: la presencia de enfermedades causadas por hongos, acaros y



otros parasitos (Moritz et al., 2010); pérdida de habitat y recursos florales (Foley et
al., 2005); y la exposicién a plaguicidas que merman sus poblaciones, interfieren con
la obtenciéon de su alimento y contaminan sus panales (Fischer et al., 2014; Blacquiere

et al., 2012; Henry et al., 2012).

Uno de los insecticidas que con frecuencia se utilizan en los sistemas
convencionales de produccién agricola es el Imidacloprid, que pertenece al grupo de
los neonicotinoides (Cresswell, 2011). Estos acttian sobre el sistema nervioso de los
insectos como moduladores competitivos del receptor nicotinico de la acetilcolina; es
decir, se unen al sitio receptor de la acetilcolina, lo que provoca una serie de sintomas
desde hiperexcitaciéon hasta letargia y paralisis. La acetilcolina, es el principal

neurotransmisor en el sistema nervioso central del insecto (IRAC, 2021).

Este insecticida se aplica al suelo, semillas, madera y pastos, asi como en
tratamientos foliares en numerosas especies vegetales e incluso en granos
almacenados. Es sistémico, con particular efectividad contra insectos chupadores y

tiene efecto residual prolongado (Bayer, 2021).

El imidacloprid, pese a sus virtudes como plaguicida, es téxico para las abejas
y otros insectos benéficos (Whitehorn et al., 2012 y Arena y Sgolastra, 2014), pues
disminuye sus poblaciones (de crianza y silvestres) sea por contacto directo o por
ingesta de éste. El polen de plantas tratadas con este insecticida, que las abejas

transportan y procesan para elaborar su alimento, resulta contaminado con este



ingrediente activo y por sus propiedades sistémicas y residuales, deteriora la funcién

cerebral del insecto, efecto que es acumulativo (Gill et al., 2012).

Por el peligro que representa este tipo de insecticidas para las abejas (y la
produccion de miel), la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus
iniciales en inglés) declaré en el ano 2013 a tres insecticidas neonicotinoides
(imidacloprid, tiametoxam y clotianidina) como “un riesgo para las abejas silvestres
y meliferas”, con el respaldo de 1,500 estudios cientificos. México no es ajeno a este
problema; el uso de insecticidas en los cultivos (entre ellos los neonicotinoides y
organofosforados) forma parte de los factores que han causado la pérdida de colonias
de abejas en varias regiones agricolas de importancia apicola, en especial en aquellas

del norte de México (SENASICA-UNAM, 2018).

Los coadyuvantes agricolas, como el DAP Plus®, se adicionan a la aplicacién
de agroquimicos para mejorar tanto su actividad como facilitar su aplicacién. Existen
escasos registros de investigaciones relacionadas con la aplicacion de agroquimicos
en polinizadores que incluyan coadyuvantes. Mayer et al. (1998) y Mayer y Lunden
(1999) mencionan que la adicién de un coadyuvante a aerosoles insecticidas generd
resultados variables segun el coadyuvante y las especies de abejas. No se conocen
Investigaciones que incluyan un coadyuvante a imidacloprid en estudios de toxicidad

ni de dosis letal media.

La dosis letal media (DLso) es la cantidad de una sustancia que mata al 50%

de individuos después de un tiempo determinado (IUPAC,1997). Este valor permite



identificar los grados de tolerancia/susceptibilidad de una poblacién a esa substancia.
La DLso suele calcularse, segiin el objetivo del estudio, plaguicida, método de
aplicacion, via de administracion y dosis, después de algunos minutos o bien 12, 24,
48 6 72 h después de la aplicacidon; el lapso queda a criterio de cada investigador

(Mayer y Lunden (1999); Medrzycki et al., 2013; Diaz, 2015).

Las colmenas que se incluiran en este estudio provienen del apiario del Colegio
de Postgraduados, fundado hace mas de 30 anos dentro de un area agricola, dentro
de la cual, debido a la naturaleza misma de una institucién de investigacion agricola,
se han utilizado agroquimicos en areas cercanas al mismo, por lo que las abejas han
sido expuestas a agroquimicos desde hace anos, lo cual podria representar una
ventaja para los fines de esta investigacion. Las abejas dentro de este apiario tienen
parte de su origen en abejas africanas (Apis mellifera scutellata), tal como lo demostrd
Urbina et al. (2019) al evaluar el origen materno de esta poblacion a través de su

ADNmt.

Se espera encontrar al menos una colmena que muestre un mayor grado de
tolerancia al insecticida, medido a través de la mortalidad de las abejas asperjadas
con éste, asi como corroborar la alta mortalidad de aquellas abejas expuestas a 1.0
mL- L1 de Confidor®. También se prevé encontrar un lapso alrededor de las 12, 24,
48, 0 72 h que permita suficiente informacién para un analisis estadistico preciso de
los datos, tal que se encuentren diferencias significativas en sobrevivencia de los
insectos y que, ademas, el coadyuvante incremente de forma significativa la

mortalidad de éstos.



2.1.

II. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

Determinar si existen diferencias en la mortalidad de abejas expuestas a

Imidacloprid (Confidor ®) segtin la colmena (genotipo) y la influencia de otras

variables en dicha respuesta (tiempo, DAP Plus, dosis, temporada).

2.2.

2.3.

1)
2)
3)

4)

5)

Objetivos Especificos

Encontrar la DLs5o de diversas colmenas

Medir la influencia de un coadyuvante en la mortalidad

Corroborar que la dosis minima recomendada es letal

Identificar los lapsos en los que se debe evaluar mortalidad de las abejas
para detectar diferencias entre colmenas

Conocer si existen diferencias entre la mortalidad de abejas de dos

temporadas

Hipotesis

Existen diferencias entre la mortalidad de abejas de diferentes colmenas
y entre diferentes dosis de insecticida después de un tiempo de
exposicion especifico.

La tasa de sobrevivencia de abejas expuestas a dosis subletales de
Imidacloprid es significativamente menor en comparaciéon a la de

aquellas que no fueron expuestas.



Las abejas son altamente sensibles a la exposicion de imidacloprid
(<100pL-+L).

La mortalidad de las abejas expuestas a Imidacloprid es influenciada
por diversas variables.

La adicién de un coadyuvante/acidificante a la mezcla administrada

aumenta la mortalidad de las abejas.



III. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 desde julio del anno 2020 hasta junio del 2021, dividido en
dos temporadas: otofio — invierno y primavera — verano, en la unidad de manejo
apicola experimental del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco,
Estado de México (19°27°18” N y 98°54726” O), cuya temperatura media anual es 15.9
°C y precipitacion media anual de 686 mm; altitud de 2,250 msnm; prevalece un clima

templado subhtimedo con lluvias en verano.

3.1. Seleccion de Colmenas e Incubacion

Se seleccionaron al azar 10 colmenas de abejas euroafricanas con ascendencia
de las subespecies mellifera y scutellata dentro del apiario experimental del
PREGEP-Genética del Colegio de Postgraduados en Montecillos, Texcoco, Edo. de
México, identificadas con los nuimeros 016, 023, 036, 054, 083, 103, 119 para la
temporada otono-invierno y 016, 032, 036, 049, 103, 104 y 119 para la temporada
primavera-verano (Cuadro 1). Las caracteristicas de cada colmena fueron las
siguientes: reina joven y sana, con rasgos genotipicos y fenotipicos deseables; colmena
fuerte, sin sintomas de loque americana (Paenibacillus sp.) o europea (Melissococcus
sp.); bastidores con suficiente cria operculada, proxima a emerger; camaras de cria

con alimento: polen, miel o jarabe y torta proteica.



Cuadro 1. Nombre de la colmena y asignacion numérica para este estudio

ID de la colmena en apiario

Colmena Otono-invierno 2020 Primavera-verano 2021
1 016 016
2 036 036
3 103 103
4 119 119
5 023
6 054
7 083 -

8 032
9 049
10 104

A fin de homogeneizar la edad de las abejas en el estudio, se coloc6é un bastidor
por cada colmena, con suficiente cria de abeja operculada (pupas) proxima a nacer,
en un portantcleo de madera (pino) con malla de metal (0.2 x 0.2 mm) dentro de una
incubadora refrigerada para pruebas de BOD marca “Thermo Cientific’ modelo
“PRECISION” y se utiliz6 un termémetro de sonda “YSI TELE-THERMOMETER”
para medir la temperatura (T°) interna; ésta se mantuvo a 34 °C + 3 °C. Se us6 un
higrometro digital marca “EXTECH instruments” para registrar la humedad relativa
(HR) dentro de la incubadora y para mantenerla sobre el 50% se coloc6 una bandeja
con agua. De esta manera se proporcionaron la temperatura y HR que prevalecen en
una camara de cria en campo, y para propiciar la emergencia uniforme de abejas
adultas. Cada bastidor permanecié en la incubadora dos o tres dias previos a cada

experimento.



3.2. Unidades Experimentales y Estudios Preliminares

Cada unidad experimental (UE) consisti6 en: 15 abejas (en promedio) de cada
colmena; una camara ventilada (jaula) hecha de un vaso de plastico de 300 mL, con
perforaciones (60 agujeros de 4 mm de diametro) con unién a una caja Petri de 100 x
15 mm por una liga de hule, semejante al diseno propuesto por Medrzycki et al.
(2013); y un tubo eppendorff de 2 mm perforado, lleno con jarabe de azucar refinada

(Figura 1).

Figura 1. Unidad experimental

Se condujeron cuatro ensayos preliminares para calibrar el proceso
experimental. En el primero, para determinar que las camaras no fueran letales por
si mismas, se colocaron 15 abejas dentro de una camara ventilada, cuyo disefio se
describié en el parrafo anterior y se mantuvieron en observacion durante 72 h con
tres repeticiones. Del segundo al cuarto ensayo, en cada uno se evaluaron tres dosis
menores a 1.0 mL L (dosis minima recomendada con fines agricolas en campo por

el fabricante) con el objetivo de determinar las dosis apropiadas para registrar la
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mortalidad durante 72 h después de la exposicion de las abejas al insecticida y
calcular la DLso. Las dosis del segundo ensayo fueron 1.00, 0.66 y 0.33 mL-L1; las
del tercero, 0.33, 0.22 y 0.11 mL-L-1; y las del cuarto, 0.11, 0.066 y 0.033 mL-*L-1;

cada ensayo incluy6 la dosis sin insecticida como testigo.

3.3. Aplicacion del Insecticida

Se coloco el producto Confidor® en atomizadores calibrados con cinco dosis:
1.00, 0.066, 0.033, 0.011 y 0 mL L1, con y sin acidificante/coadyuvante DAP Plus®,
por lo que se prepararon 10 soluciones. Se aplicé una solucién por camara, lo que
generd 70 UE, testigos incluidos, en 10 tratamientos con aplicacién de agroquimicos
en 7 colmenas por repeticion. Se contabilizé6 el nimero de abejas muertas post-
aspersion al cabo de 16 lapsos: 5y 30 min, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60 y
72 h por cada UE. En cada lapso se registré también el comportamiento cualitativo
de las abejas con base en las sugerencias de Medrzycki et al. (2013): sin efecto visible,

con desorientacién, espasmos, paralisis, otro; y las combinaciones de estos efectos.

3.4. Diseno Experimental

Se analizaron los datos colectados de la temporada otofio — invierno del 2020
mediante un Disefio Experimental Bloques al Azar (BCA), con siete genotipos
(colmenas), cinco dosis, dos condiciones de coadyuvante, 21 lapsos de tiempo de

lectura y tres repeticiones, el cual arroj6 4,410 tratamientos.

Para interpretar las tendencias de la mortalidad a través de la dosis del

insecticida y del avance del tiempo, se aplicé un analisis de regresién con el modelo
10



cuadratico y = By + B1(x) + B1(x?), sobre los niveles de los factores “dosis” y “tiempo”,
donde “y” es la variable respuesta en términos de letalidad. Posteriormente se hizo
un analisis Unicamente con los datos de la segunda temporada, se sustituyeron tres
de los genotipos de la primera temporada; éste ultimo conservd el disefo
experimental, las fuentes de variacién con sus niveles y el modelo estadistico y de

regresion del primero.

A continuacidén, se hizo un analisis uniendo los datos de ambas temporadas, de
forma similar al segundo analisis; se generd 8,820 tratamientos producto de la
combinacion factorial de 14 colmenas (10 genotipos), cinco dosis de insecticida, dos
niveles de acidificante/coadyuvante, 21 lapsos y tres repeticiones. Finalmente, se
tomo6 unicamente los cuatro genotipos que se incluyeron en ambas temporadas, se
anadié la variable “temporada” al modelo y se corrié un analisis para observar el
comportamiento de cuatro colmenas en dos temporadas, y la influencia de las fuentes
de variacién antes descritas; se gener6 un analisis de varianza con 5,040

tratamientos.

Debido a que algunas UE variaron ligeramente del 15 como numero de
individuos, se calcul6 el porcentaje del nimero de abejas muertas (M) entre el nimero
de abejas inicial por camara (C) [(M/C)x100] a través del tiempo. El analisis de
varianza se realizé6 mediante el procedimiento GLM realizando la transformacion al
arcoseno de la raiz de M/C (arcsen\/m ) para tener mejor respaldo en las pruebas
de significancia estadistica, utilizando el programa SAS version 9.4. La separacion de

medias fue por medio de la prueba de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

De los ensayos preliminares, en el primero se concluyé que las camaras
ventiladas que se elaboraron no son letales para las abejas, pues de las cinco
repeticiones, s6lo en una murié una abeja al cabo de 72 h. El segundo ensayo
preliminar permitié calibrar las dosis del insecticida que se utilizaron en la
investigacion. Excepto por la dosis 0.033 mL-L-1, todas las dosis que se probaron
fueron letales pues ninguna abeja sobrevivié a las 72 h posteriores a la exposicion del

producto.

4.1. Experimento otono — invierno 2020; 7 colmenas

En el experimento formal que se estableci6 en otofio-invierno del 2020 con siete
colmenas, cinco dosis del insecticida Confidor®, con y sin coadyuvante (DAP) en el
que se tomaron lecturas sobre la mortalidad en varias ocasiones hasta las 72 h
después de la aplicacién, se detectaron diferencias significativas (p < 0.01) entre
colmenas, entre dosis de insecticida y entre tiempos de lectura, asi como significancia
(p < 0.01) para las interacciones para dos factores, excepto DAP x Tiempo; de las

Interacciones para tres factores, sélo hubo significancia para Colmena x DAP x Dosis

(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para la mortalidad de
abejas meliferas (euroafricanas) en la prueba de siete
colmenas, cinco dosis de insecticida Confidor® con y sin
coadyuvante (DAP) con registros a diferentes tiempos,
temporada o-i. Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2020

Fuente de Variacion GL Cuadrados Medios
Bloque 2 8.80 ***
Colmena 6 1.44 ***
DAP 1 0.09
Dosis 4 45.55 ***
Tiempo 20 47.49 ***
Colmena*DAP 6 0.08
Colmena*Dosis 24 0.47 ***
Colmena*Tiempo 120 0.07 ***
DAP*Dosis 4 0.24 **
DAP*Tiempo 20 0.02
Dosis*Tiempo 80 1.37 ***
Colmena*DAP*Tiempo 120 0.02
Colmena*DAP*Dosis 24 0.14 ***
Colmena*Dosis*Tiempo 480 0.04
DAP*Dosis*Tiempo 80 0.02
Error 2954 0.045

a=0.05*, ** ***: gionificativos al 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente;
R?=0.89; C. V. = 22%. Analisis aplicado sobre la transformacién arcoseno./(M/C)
Nota: o=otofio; 1= invierno.

FACTORES SIMPLES

Se encontré que las colmenas se comportan de manera diferente a algunas

dosis, es decir, unas mueren en mayor proporcion que otras a la misma dosis, en el
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mismo lapso. Lo mismo ocurre con relacién al tiempo: abejas de algunas colmenas
mueren antes que otras, a las mismas dosis de insecticida. Las dosis del insecticida

propician desigual mortalidad a través del tiempo, como es de esperarse.

DAP

El uso de coadyuvante no presenté diferencias estadisticas en el porcentaje de
abejas muertas (Sin DAP, 34.1%a vs. Con DAP, 35.4%b). Por tanto, este estudio
demuestra la escasa influencia del coadyuvante en la mortalidad de Apis mellifera
cuando se usa el insecticida en cuestion, un aspecto poco explorado en este tipo de

Investigaciones.

Colmena

En el Cuadro 3, se observa que la Colmena 6 (ID 054) present6 mayor
tolerancia al insecticida que las demas, por lo que se recomendaria criar y seleccionar
reinas de esta colmena u otras que se puedan detectar en estudios posteriores para
transferir la caracteristica deseada a otras y seleccionar nuevamente con base en la
tolerancia, a fin de obtener, al cabo de varias generaciones, colmenas tolerantes al
ingrediente activo probado en este estudio. Se plantea la hipétesis, ademas, que una
colmena tolerante a imidacloprid podria ser tolerante a otros insecticidas del mismo
grupo por efecto de resistencia cruzada. Las colmenas 4 (ID 119) y 2 (ID 036) fueron
las que presentaron menor tolerancia (Cuadro 3). También se puede observar que
aquellas colmenas con menor porcentaje de mortalidad, son aquellas cuyas abejas
fueron mas longevas.
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Cuadro 3. Porcentaje mortalidad de abejas en cada colmena, promedio de
cinco dosis, 21 lapsos de lectura, con y sin coadyuvante.
Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2020

Colmena Media con testigos (%) Media sin testigos (%)
6 (ID 054) 26.3 a 32.6 a
1 (ID 016) 31.9b 37.4Db
7 (ID 083) 32.2b 40.6 b
3 (ID 103) 33.7b 41.0b
5 (ID 023) 38.4 ¢ 44.3 ¢
4 (ID 119) 39.5 ¢ 45.3 ¢
2 (ID 036) 41.6 ¢ 47.8 ¢

DMS con testigos = 3.7%; DMS sin testigos = 4.3%
Sin testigos: se omitid el tratamiento con 0 mL-L! de insecticida.

Dosis

En el Cuadro 4 se observa que las abejas que recibieron la dosis minima de
Confidor® recomendada por el fabricante para controlar plagas en campo (1.0 mL-L-
1), murieron antes de las primeras tres horas después de la exposicion; se demuestra
la extrema mortalidad de las abejas que provoca esta dosis, lo que concuerda con lo
encontrado por Eden (2020) cuando asperj6 0.3 g de i.a.*mL-1 de Confidor® 350 SC,
y observo 93.25% de mortalidad después de 3 h de la exposicién en prueba de contacto.
La relacién entre dosis y mortalidad fue evidente; pues en promedio de colmenas,
tiempos de lectura y presencia de coadyuvante, a menor dosis, mayor sobrevivencia

(Cuadro 4). También se observaron efectos subletales de las abejas sobrevivientes,
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tales como: dano en las funciones motoras, incapacidad de vuelo, desorientacion,

paralisis parcial y completa.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de abejas en promedio por dosis.
Promedio de siete colmenas, con y sin coadyuvante, y a través
de 21 tiempos de lectura (72 h). Montecillo, Texcoco, Edo Méx.

2020
Dosis (mLe<L1) Media (%)
1.00 75.10 a
0.066 36.37b
0.033 3591b
0.011 20.68 ¢
0.00 12.80d
DMS =2.9%

Tiempos de lectura

Se encontraron (mediante prueba de medias) al menos cinco horarios que
pudieran ser apropiados para toma de datos, en los cuales se observaron diferencias
significativas entre colmenas: 9, 12, 18, 24 y 30 h. Las primeras oportunidades de
lectura fueron estadisticamente no diferentes debido a que en el periodo de 5 min a
1.5 h no hay, en promedio, mortalidad de abejas, por lo que se consideran no

apropiadas para este fin.

Las observaciones posteriores a las 60 h de iniciado el experimento, son

1gualmente diferentes; esto se debe a que hay algunas colmenas que, a ciertas dosis,
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no sobreviven después este lapso mientras que otras mantienen una dinamica de

mortandad observada en el resto del experimento.

INTERACCIONES

Interaccion de dos factores

Colmena x Tiempo: Al graficar la mortalidad de las colmenas sobre tiempo,
se observa una mayor separacion de las lineas de tendencia entre las 25 y las 45 h,
por lo que debe considerarse especialmente este horario como recomendable para
valorar la obtencion de respuestas cuando la expresiéon de la mortalidad es mas
variable entre colmenas (Figura 2), ademas del lapso alrededor de las 20 h antes

descrito.

Triple Interaccion

La significancia de la interaccién de los factores colmena, DAP y dosis, indica
que las combinaciones de colmenas con dosis pueden presentar diferente tendencia
cuando son sometidas a la aplicacién del coadyuvante DAP, entre otras posibilidades,
de la combinacién de dos factores con respecto a los niveles del tercero. Graficamente,
se observo la interaccion entre la dosis y la colmena, por separado con y sin DAP,

como se muestra a continuaciéon (Figuras 3 y 4).
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Figura 2. Mortalidad (%) de abejas acumulada a través del tiempo por
colmena. Promedios de todas las dosis con y sin coadyuvante;
temporada otono - invierno.
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Figura 3. Mortalidad (%) segun la dosis de insecticida por colmena, con uso
de DAP Plus; promedios de todos los lapsos.
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Figura 4. Mortalidad (%) segun la dosis de insecticida por colmena, con
ausencia de DAP Plus; promedios de todos los lapsos.

Se encontré que la mortalidad de las colmenas se comporta diferente si son
tratadas con DAP Plus®, pues las pendientes de las lineas son mayores en aquellas
colmenas sometidas a los tratamientos con el coadyuvante; ademas, hay puntos de
cruce entre las lineas que varian segtn el tratamiento, la variacién mas evidente se
observo en las colmenas 6 (ID 054), 7 (ID 083) y 2 (ID 036). Se observdé mayor

magnitud de respuesta en los tratamientos con DAP (mayor mortalidad).

En la comparacion de medias para los factores con interacciéon triple (Anexo 1),
excluyendo los testigos, las combinaciones que exhibieron menor porcentaje de

mortalidad fueron: en la dosis con 0.011 mL-*L-1, las colmenas 6 (ID 054) sin DAP y 1
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(ID 016) con DAP; con 0.033 mL-+L-1, la 1 (ID 016) sin DAP; con 0.066 mL-L-, la 6

(ID 054) y 1 (ID 016), ambas sin DAP; y con 1.0 mL-*L-1, la 6 (ID 054) con y sin DAP.

DOSIS LETAL MEDIA

Se reportan las dosis letales medias con ajuste a un modelo cuadratico, por

colmena, al 0.5 de proporciéon de abejas sobrevivientes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Dosis letales medias (DL5o0) de siete colmenas

Dosis letal al 0.5 de M/C Tiempo de alcance de

Colmena
(mL-L-) DLs5o en horas

6 (ID 054) 1.001 26.150
1 (ID 016) 0.112 21.851
7 (ID 083) 0.071 21.173
3 (ID 103) 0.094 19.907
5 (ID 023) 0.066 18.368
4 (ID 119) 0.075 18.135
2 (ID 036) 0.078 16.651

La Colmena 1 (ID 054) exhibi6é la mayor DLso (1.0 mL-*L1) y tardé el mayor
lapso de tiempo (26 horas con 9 minutos) en alcanzar dicha mortalidad, en

comparacion con las otras colmenas.
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4.2. Experimento primavera — verano 2021; 7 colmenas

En la primera evaluacion se pudo tener la prueba de siete colmenas; para
robustecer la informaciéon se condujo otro experimento en el siguiente ano, 2021,
ahora en el ciclo primavera — verano. Se procurd incorporar a las mismas colmenas;
sin embargo, por diferentes causas (las colmenas 5 (ID 023) y 6 (ID 054) enjambraron,
y se perdieron como colmenas de la misma reina) solo cuatro de ellas se incluyeron en
este experimento; se eligieron otras tres colmenas, con los mismos criterios descritos

en Materiales y Métodos.

La informacién de esta evaluacién y su interpretacién se muestra a
continuaciéon. Del analisis de varianza (Cuadro 6), se observd consistencia con
respecto al experimento conducido en el ciclo otofio — invierno del 2020. Significancia
estadistica (p < 0.01) para los factores simples: Colmenas, Dosis de imidacloprid,
coadyuvante DAP y tiempos de lectura. De las interacciones entre dos factores, todas
fueron significativas, con excepciéon de DAP x Tiempo; de las interacciones entre tres
factores, Colmena x DAP x Dosis y Colmena x Dosis x Tiempo fueron significativas (p

<0.01).
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Cuadro 6. Cuadrados medios del analisis de varianza para la mortalidad de
abejas meliferas (euroafricanas) en la prueba de siete
colmenas, cinco dosis de insecticida Confidor® con y sin
coadyuvante (DAP) con registros a diferentes tiempos,
temporada p-v. Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2021.

Fuente de Variacion GL Cuadrados Medios
Bloque 2 4,27 ***
Colmena 6 4.07 ***
DAP 1 1.05 ***
Dosis 4 88.32 ***
Tiempo 15 37.82 ***
Colmena x DAP 6 0.13 ***
Colmena x Dosis 24 0.28 ***
Colmena x Tiempo 90 0.16 ***
DAP x Dosis 4 0.18 ***
DAP x Tiempo 15 0.04
Dosis x Tiempo 60 2.05 ***
Colmena x DAP x Tiempo 90 0.01
Colmena x DAP x Dosis 24 0.12 ***
Colmena x Dosis x Tiempo 360 0.04 **
DAP x Dosis x Tiempo 60 0.03
Error 2813 0.03

a=0.05*, ¥* *** gignificativos al 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente;
R2=0.93; C. V. = 29%. Analisis aplicado sobre la transformacién arcoseno./(M/C) .
Nota: p=primavera; v= verano.

23



FACTORES SIMPLES

Colmena

En este experimento, las colmenas 8 (ID 032) y 3 (ID 103) presentaron mayor
tolerancia al insecticida que las demas, por lo que se recomienda criar y seleccionar
reinas de esta colmena y otras que se puedan detectar en estudios posteriores para
transferir la caracteristica deseada a otras y seleccionar nuevamente con base en la
tolerancia, a fin de obtener, al cabo de varias generaciones, colmenas tolerantes al
ingrediente activo probado en este estudio. Las colmenas 1 (ID 016), 4 (ID 119) y 2

(ID 036) fueron las menos tolerantes (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad de abejas en cada colmena, promedio de
cinco dosis, 21 lapsos de lectura, con y sin coadyuvante.
Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2021

Colmena Media con testigos (%) Media sin testigos (%)
8 (032) 46.92 a 56.87 a
3 (103) 50.14 a 61.09 b
9 (049) 54.36 b 64.42 b
10 (104) 61.20 c 71.07 ¢
1 (016) 68.01 d 75.98 d
4 (119) 68.44 d 76.94 d
2 (036) 69.84 d 79.63 d

DMS con testigos = 3.26%; DMS= sin testigos = 3.66%
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Dosis

Al igual que en el experimento anterior, las abejas que recibieron la dosis
minima de Confidor® recomendada por el fabricante para controlar plagas en campo
(1 mL- L), murieron dentro de las primeras tres horas después de la exposicion, lo

que demostro una vez mas la extrema mortalidad de las abejas a esta dosis.

La relaciéon entre dosis y mortalidad se conservdé como en el experimento

pasado: a mayor dosis, mayor mortalidad (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de mortalidad de abejas en promedio por dosis.
Promedio de siete colmenas, con y sin coadyuvante, y a través
de 21 tiempos de lectura (72 h). Montecillo, Texcoco, Edo Méx.

2021.
Dosis (mL L-1) Media (%)
1.00 7591 a
0.066 43.83 b
0.033 32.95¢
0.011 27.30d
0.00 8.64 e
DMS =1.8%

Tiempos de lectura

Al igual que con el experimento de otofio — invierno, se encontraron (mediante

prueba de medias) al menos varios horarios apropiados para toma de datos, en los
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cuales se observaron diferencias significativas entre colmenas: 2, 3, 6, 9, 12, 18, 24,
30 y 36 h; esto se confirma al graficar la mortalidad de las colmenas a través del
tiempo, pues se observo una mayor separacion de las lineas de tendencia entre las 20
y las 60 h (Figura 5). Las primeras observaciones fueron estadisticamente diferentes
debido a que en el periodo de 5 min a 1 h no hay, en promedio, mortalidad de abejas,

por lo que no se consideran apropiadas para este fin.
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Figura 5. Mortalidad (%) de abejas acumulada a través del tiempo por
colmena. Promedios de todas las dosis con y sin coadyuvante;
temporada primavera — verano.
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INTERACCIONES

Interaccion de dos factores

Colmena x Tiempo: Al graficar la mortalidad de las colmenas sobre tiempo,
se observa una mayor separaciéon de las lineas de tendencia entre las 25 y las 60 h,
por lo que debe considerarse especialmente este horario como recomendable para
valorar la obtencién de respuestas cuando la expresion de la mortalidad es mas
variable entre colmenas (Figura72), ademas del lapso alrededor de las 20 h antes

descrito.

Triple Interaccion

Colmena x DAP x Dosis: La significancia de la interaccion de los factores
Colmena, DAP y Dosis, indica que estos se interrelacionan en cuanto a su efecto sobre
la mortalidad de las abejas. Lo mismo ocurre con la interaccién Colmena x Dosis x
Tiempo. La interaccién significativa de tres factores implica que la interaccién entre

dos de ellos no es constante para los niveles del tercer factor.

Se observo el efecto de la interaccion Colmena x DAP x Dosis al considerar la
relacion entre la dosis y la mortalidad, cuando se comparan los datos con DAP, contra

aquellos donde no se aplicd, como se muestra a continuacién (Figura 6).
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Figura 6. Mortalidad (%) segun la dosis de insecticida por colmena, con uso

de DAP Plus (arriba) y ausencia de DAP Plus (abajo); promedios
de todos los lapsos.

Se encontré que la mortalidad de las colmenas se comporta diferente si son
tratadas con DAP Plus, pues las pendientes de las lineas son diferentes en aquellas
colmenas sometidas a los tratamientos con el coadyuvante. Ademas, hay puntos de
cruce entre las lineas que varian segun el tratamiento, la variacién mas evidente se

observo en las colmenas 4 (ID 119), 1 (ID 016) y 9 (ID 049).

Colmena x Dosis x Tiempo: Graficamente, se observd el efecto de la

interacciéon Colmena x Dosis x Tiempo al considerar la relacién entre el tiempo y la
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mortalidad, cuando se comparan ente si los datos de cada dosis aplicada, como se

muestra a continuacion (Figura 7).
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Figura 7. Mortalidad (%) a través del tiempo por dosis aplicada en mLeL-1;
promedios con y sin aplicacion de coadyuvante.
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DOSIS LETAL MEDIA

Se reportan las dosis letales medias con ajuste a un modelo cuadratico, por

colmena, al 0.5 de proporcion de abejas muertas. (Cuadro 9).

Cuadro 9. Dosis letales medias (DLso) de siete colmenas

Dosis letal al 0.5 de M/C Tiempo de alcance de

Colmena
(mL-L-) DLs5o en horas

3 (ID 103) 0.099 31.513
10 (ID 104) 0.080 25.640
4 (ID 119) 0.064 18.058
1 (ID 016) 0.060 18.921
8 (ID 032) 0.099 37.768
2 (ID 036) 0.054 17.644
9 (ID 049) 0.083 28.522

Se observo que las colmenas 032 y 103 fueron aquellas que exhibieron una
mayor DLso. La colmena 103 ademas, demostroé poseer el promedio de mortalidad mas

bajo de las siete colmenas evaluadas en esta temporada (Cuadro 7).
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4.3. Otono - invierno 2020 y primavera — verano 2021 juntos

La informacion conjunta de las evaluaciones en ambas temporadas, otofio —
invierno 2020 y primavera — verano 2021, se analiz6 de dos maneras; en la primera
se considerd a la informacién generada por la valoracion de las 10 colmenas, cuatro
de las cuales se pudieron evaluar en ambas temporadas y de las seis restantes, tres
se evaluaron en la primera temporada y otras tres, diferentes, en la segunda
temporada (Cuadro 1). Mediante el analisis de varianza se generaron resultados
consistentes con los analisis por temporada individual: alta significancia estadistica
para las fuentes de variacion de factores simples (p < 0.01); para las interacciones de
dos factores se observo el mismo grado de significancia, con excepcion de DAP x
Tiempo; y para la interaccién de tres factores soélo dos de ellas fueron altamente

significativas: Colmena x DAP x Dosis y Colmena x Dosis x Tiempo (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Cuadrados medios del analisis de varianza para la mortalidad
de abejas meliferas (euroafricanas) en la prueba de 10
colmenas, cinco dosis de insecticida Confidor® con y sin
coadyuvante (DAP) con registros a diferentes tiempos,
temporadas p-v y o-i. Montecillo, Edo. Méx. 2020-2021.

Fuente de Variaciéon GL Cuadrados Medios
Bloque 5 5.59 ***
Colmena 9 2.98 ***
DAP 1 0.81 ***
Dosis 4 86.40 ***
Tiempo 20 68.43 ***
Colmena x DAP 9 0.15 ***
Colmena x Dosis 36 0.73 ***
Colmena x Tiempo 165 0.16 ***
DAP x Dosis 4 0.25 ***
DAP x Tiempo 20 0.06
Dosis x Tiempo 80 2.40 ***
Colmena x DAP x Tiempo 165 0.02
Colmena x DAP x Dosis 36 0.13 ***
Colmena x Dosis x Tiempo 660 0.06 ***
DAP x Dosis x Tiempo 80 0.03
Error 6231 0.041

a=0.05*, ¥* *** gignificativos al 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente;
R2=0.91; C. V. = 33%. Analisis aplicado sobre la transformacién arcoseno./(M/C)
Nota: p=primavera; v= verano; o=o0tono; i=invierno.

Las comparaciones entre medias para la interpretacion de las significancias de

muestran a continuacion.
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FACTORES SIMPLES

Colmena

En este analisis conjunto de ambos experimentos, las colmenas 8 (ID 032), 6
(ID 054), 9 (ID 049) y 3 (ID 103) presentaron mayor tolerancia al insecticida que las
demas. Las colmenas 2 (ID 036), 4 (ID 119) y 5 (ID 023) fueron las menos tolerantes
(Cuadro 11). Dichos resultados concordaron con lo encontrado en los analisis

individuales de ambas temporadas.

Cuadro 11. Porcentaje mortalidad de abejas en cada colmena, promedio de
todas las colmenas y lapsos, cinco dosis con y sin coadyuvante.
Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2020-2021

Colmena Media (%)
2 (ID 036)1 41.8 a
4 (ID 119)1 39.9 a
5 (ID 023) 38.4 ab
1 ID 016)1 35.9 be
10 (ID 104) 33.0 cd
7 (ID 083) 32.2 d
3(ID 103)? 28.7 e
9 (ID 049) 26.8 e
6 (ID 054) 26.3 e
8 (ID 032) 20.4 f

1 Colmenas evaluadas en ambas temporadas.
DMS = 3.5%
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Dosis

La relacién entre dosis y mortalidad de este experimento conjunto, se presenta

a continuacién (Cuadro 12):

Cuadro 12. Porcentaje de mortalidad de abejas en promedio por dosis.
Promedio de 10 colmenas, con y sin coadyuvante, y a través de
21 tiempos de lectura (72 h). Montecillo, Texcoco, Edo Méx.

2020-2021
Dosis (mLe*L-) Media (%)
1.00 80.1a
0.066 37.2b
0.033 299c
0.011 19.1d
0.00 79e
DMS = 2%

Tiempos de lectura

Una grafica del porcentaje de mortalidad a través del tiempo para las 10 colmenas

incluidas en este estudio se presenta a continuacién (Figura 8):
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Figura 8. Mortalidad (%) de abejas acumulada a través del tiempo por
colmena. Promedios de todas las dosis con y sin coadyuvante;
datos de las temporadas otono — invierno y primavera — verano.

INTERACCIONES

Al igual que en los dos experimentos anteriores, la significancia de la
interaccion de los factores colmena x DAP x dosis y de colmena x dosis x tiempo indica
que estos se interrelacionan en cuanto a su efecto sobre la mortalidad de las abejas.
La interaccién significativa de tres factores implica que la interaccién entre dos de

ellos no es constante para los niveles del tercer factor.
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Triple Interaccion

Colmena x DAP x dosis: Se observo el efecto de la interaccién colmena x DAP
x dosis al considerar la relaciéon entre la dosis y la mortalidad, cuando se comparan

los datos con DAP, contra aquellos donde no se aplico.

Al igual que en los dos experimentos anteriores, la mortalidad de las colmenas
se comporta diferente si son tratadas con DAP Plus. Existen puntos de cruce entre
las lineas que varian segun el tratamiento, la variaciéon mas evidente se observo en
las colmenas 9 (ID 049), 1 (ID 016), 7 (ID 083) y 3 (ID 103). Las colmenas 8 (ID 032),
9 (ID 049) y 3 (ID 103) muestran, en ambas graficas, los porcentajes de mortalidad

mas bajos (Figura 9).

Colmena x dosis x tiempo: El efecto de la interacciéon colmena x dosis x
tiempo se observo al considerar la relacion entre el tiempo y la mortalidad, cuando se
comparan ente silos datos de cada dosis aplicada, tal como se hizo en el experimento

anterior (Figura 10).
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Figura 9. Mortalidad (%) segun la dosis de insecticida por colmena, con uso
de DAP Plus (arriba) y ausencia de DAP Plus (abajo); promedios
de todos los lapsos.
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Figura 10. Interaccion “Temporada x DAP x Dosis x Tiempo”, presentada de
forma grafica; ambas temporadas. Dosis en titulo de cada grafico.
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DOSIS LETAL MEDIA

Se reportan las dosis letales medias con ajuste a un modelo de regresion lineal—

cuadratico, por colmena, al 0.5 de proporcion de abejas muertas. (Cuadro 13).

Cuadro 13. Dosis letales medias (DLs50) de 10 colmenas

Dosis letal al 0.5 de M/C Tiempo de alcance de

Colmena
(mL-L-) DLs5o en horas

3 (ID 103)1 0.096 23.867
10 (ID 104) 0.080 25.640
4 (ID 119)1 0.069 17.902
1 (ID 016)! 0.076 20.205
5 (ID 023) 0.066 18.368
8 (ID 032) 0.099 37.768
2 (ID 036)1 0.063 17.180
9 (ID 049) 0.083 28.522
6 (ID 054) 1.001 26.151
7 (ID 083) 0.071 21.173

1 Colmenas evaluadas en ambas temporadas.
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4.4. Dos temporadas; cuatro colmenas

De la informacién conjunta obtenida de los experimentos en las dos
temporadas: otofio — invierno 2020 y primavera — verano 2021, se considero sélo la
generada por las cuatro colmenas que pudieron valorarse en los dos experimentos. Se
analiz6 como una serie de dos experimentos (temporadas), lo cual permitié la
comparaciéon entre colmenas muestreadas en dos condiciones ambientales, y la
informacién estuvo balanceada, es decir, las colmenas presentaron el mismo nimero
de observaciones, de acuerdo con el disenio de tratamientos. Hubo diferencia
altamente significativa entre temporadas (p < 0.01); el mismo grado de significancia
para factores simples, con excepcion del coadyuvante (DAP) que no presento
significancia. Para las interacciones entre dos factores hubo alta significancia (p <
0.01) excepto para DAP x Tiempo, que fue no significativa. De las interacciones para
tres factores las significativas (p < 0.01) fueron: Temporada x Colmen x Tiempo,
Temporada x Colmena x Dosis, Temporada x Dosis x Tiempo, Colmena x DAP x Dosis
y Temporada x DAP x Dosis (p< 0.05). De las interacciones para cuatro factores, las
significativas (p < 0.01) fueron: Temporada x Colmena x DAP x Dosis, y Temporada
x DAP x Dosis x Tiempo. No hubo significancia para la interaccion entre los cinco

factores.
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Cuadro 14. Cuadrados medios del analisis de varianza para la mortalidad
de abejas meliferas (euroafricanas) en la prueba de cuatro
colmenas, cinco dosis de insecticida Confidor® con y sin
coadyuvante (DAP) con registros a diferentes tiempos,
temporadas o-i y p-v. Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. 2020-2021.

Fuente de Variacion GL Cuadrados Medios
Temporada 1 1.99%**
Bloque (Temporada) 4 3.13
Colmena 3 3.27F**
DAP 1 0.12
Dosis 4 B7.27%*%*
Tiempo 20 46.38***
Temporada x Colmena 3 1.69***
Temporada x DAP 1 0.27**
Temporada x Dosis 4 1.02%**
Temporada x Tiempo 15 0.10%**
Colmena x DAP 3 0.13**
Colmena x Dosis 12 0.31%%*
Colmena x Tiempo 60 0.12%**
DAP x Dosis 4 0.22%**
DAP x Tiempo 20 0.02
Dosis x Tiempo 80 1.52%**
Temporada x Colmena x DAP 3 0.02
Temporada x Colmena x Tiempo 45 0.08%***
Temporada x Colmena x Dosis 12 0.19%**
Temporada x Dosis x Tiempo 60 0.15%**
Temporada x DAP x Tiempo 15 0.02
Temporada x DAP x Dosis 4 0.1*
Colmena x DAP x Tiempo 60 0.03
Colmena x DAP x Dosis 12 0.12%**
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Fuente de Variacion GL Cuadrados Medios

Colmena x Dosis x Tiempo 239 0.04
DAP x Dosis x Tiempo 80 0.03
Temporada x Colmena x DAP x Dosis 12 0.16%**
Temporada x Colmena x DAP x Tiempo 45 0.01
Temporada x DAP x Dosis x Tiempo 120 0.09***
Colmena x DAP x Dosis x Tiempo 234 0.02
Temporada x Colmena x DAP x Dosis x Tiempo 354 0.02
Error 2806 0.034

a=0.05*, ¥* *** gignificativos al 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente;
R2=0.94.5; C. V. = 28%. Analisis aplicado sobre la transformacién arcoseno,/(M/C).
Nota: p=primavera; v= verano; o=otofo; i=invierno.

La interpretaciéon de acuerdo con las comparaciones entre medias para los
niveles de cada factor, o mediante la comparacion de las tendencias lineales para las

interacciones se presentan a continuacion.
FACTORES SIMPLES
Temporada

El anterior analisis expuso que la temporada tiene un efecto significativo en la
mortalidad de las abejas de al menos una de las cuatro colmenas incluidas en este
analisis; sin embargo, no hubo diferencia en la comparacion de medias individual de
las temporadas (64.56%a, temporada o-1 vs 65.03%a, temporada p-v). Ademas, la
significancia de la interaccién de los factores temporada x colmena x DAP x dosis y

de temporada x DAP x dosis x tiempo, indica que estos se interrelacionan en cuanto
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a su efecto sobre la mortalidad de las abejas. La interaccion significativa de cuatro
factores implica que la interaccién entre dos de ellos no es constante para los niveles

del tercer, ni del cuarto factor.

DAP

El uso de coadyuvante no presenté diferencias estadisticas en el porcentaje de

abejas muertas (Sin DAP, 64.39%a vs. Con DAP, 65.23%a).

Colmena

En este experimento, la colmena 3 (ID 103) presenté mayor tolerancia al

Iinsecticida, mientras que la colmena 2 (ID 036) fue la mas susceptible.

Dosis

La relacion entre dosis y mortalidad de este experimento conjunto, se presenta

a continuacién (Cuadro 15):
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Cuadro 15. Porcentaje de mortalidad de abejas en promedio por dosis.
Promedio de cuatro colmenas, con y sin coadyuvante, y a través
de 21 tiempos de lectura (72 h). Montecillo, Texcoco, Edo Méx.

2020-2021
Dosis (mLe*L-) Media (%)
1.000 74.2 a
0.066 44.2 Db
0.033 39.95 ¢
0.011 32.18 d
0.000 19.03 e

DMS = 1.7%. Comparacion de medias de Tukey sobre la relacion M/C

INTERACCIONES
Interaccion Cuadruple

Temporada x Colmena x DAP x Dosis: El efecto de la interaccion
temporada x colmena x DAP x dosis se observo al considerar la relacion entre la dosis
y la mortalidad, cuando se comparan ente silos datos de cada temporada, comparando

a su vez aquellos en donde se incluyé DAP contra aquellos donde no se incluy¢ (Figura

11).
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Figura 11. Interaccion “Temporada x Colmena x DAP x Dosis”, presentada
de forma grafica. Temporada (Tx) y DAP en titulo de cada grafico.

Al comparar los graficos por temporadas (T), se observé mayor variaciéon en la
primera debido Unicamente a la influencia de la colmena 3 (ID 103). En general,
ademas, hubo mayor mortalidad de abejas en la T1 (otofio-invierno) y la diferencia
entre mortalidad por dosis se acentud. En la T1 la colmena 3 (ID 103) exhibié menor
mortalidad, mientras que, en la T2, fue la colmena 1 (ID 016) la que obtuvo menor
mortalidad. Al comparar los graficos por la presencia del coadyuvante, se observaron
pocas diferencias en mortalidad, sin embargo; se puede remarcar la tendencia

diferente de la colmena 1 (ID 016) en la T1. En la T2, las colmenas siguieron las
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mismas tendencias, excepto por la colmena 2 (ID 036), que mantuvo su linea de

mortalidad con poca variacion, alrededor del 40% en el promedio de todas las dosis.

Temporada x DAP x Dosis x Tiempo: El efecto de la interacciéon temporada
x DAP x dosis x tiempo se observo al considerar la relacion entre la mortalidad y el
tiempo, cuando se comparan ente si los datos de cada temporada, comparando a su

vez aquellos en donde se incluyéo DAP contra aquellos donde no se incluy6 (Figura 12).
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Figura 12. Interaccion “Temporada x DAP x Dosis x Tiempo”, presentada de
forma grafica. Temporada (Tx) y DAP en titulo de cada grafico;
dosis en mL-L1.

Bovi et al. (2018) obtuvieron una dosis letal media de 0.03 + 0.02 pg de
1.a./abeja, al igual que dafio en las funciones motoras de abejas africanizadas
expuestas a dosis subletales de imidacloprid. Por otro lado, da Costa et al. (2015)
reportan una DLso de 2.41 ng/abeja en 24 h y 1.29 ng/abeja en 48 h cuando se aplica
imidacloprid en abejas meliponas. Suchail et al. (2000) observan una DLso de 24
ng/abeja entre 24 y 48 h después de la exposicion por contacto a imidacloprid en A.
mellifera mellifera. Considerando las equivalencias, para esta letalidad, la colmena 1
(ID 054) tuvo una DLso de 47.1 pg de i.a./abeja 26 h después de la exposicion. La

colmena 5 (ID 23) presenté una DLso de 3.08 pg de i.a./abeja 18h después de la
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exposicion. Blacquiére et al. (2012) reportan diversas DLso que van desde los 4 hasta

los 104 ng 1.a./abeja.

La gran variedad de resultados, la forma en que se reportan, métodos y
enfoques (contacto e ingestion) para calcular la DLso dificulta el comparar los
resultados obtenidos en este experimento; sin embargo, se pueden contrastar los
resultados con los encontrados por da Costa et al. (2015), quienes encontraron una

DLso similar que la observada en las colmenas en esta investigacion.

Los resultados aportan un avance hacia metas mayores no abordadas en este
estudio: desarrollar mediante seleccidon, colmenas de abejas tolerantes al imidacloprid
y, por efecto de resistencia cruzada, al resto de los neonicotinoides. En cada
experimento se encontré un gran numero de acaros muertos, por lo que, con base en
estas observaciones, se plantea erigir experimentos que prueben su actividad
acaricida y se sugiera una alternativa para el control de Varroa destructor, al incluir
aspersiones esporadicas del plaguicida en el manejo de un apiario tolerante; y abordar
también, mediante el método anterior descrito, una soluciéon a la colonizacién de

abejas africanizadas a los apiarios.

Se ubican dosis y tiempos de lectura en rangos mas dirigidos, que pudieran ser
utiles en la calibracion de un tratamiento y tiempos de lectura mas adecuados para
valorar un nimero mayor de colmenas que permitan incorporar la tolerancia al

insecticida como criterio en la seleccién de reinas.
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V. CONCLUSIONES

La dosis minima del insecticida (1 mL*L-1) recomendada por el fabricante de
Confidor® para control de plagas, es extremadamente letal para las colmenas
evaluadas (promedio de mortalidad de 80.2% de ambas temporadas). La interaccién
de los factores Colmena, coadyuvante DAP y Dosis del insecticida, indica que estos
tres se interrelacionan en cuanto a su efecto sobre la mortalidad de las abejas; lo
mismo sucede con la interacciéon de los factores Colmena, Dosis y Tiempo. La
Interaccion entre las colmenas a través del tiempo (Colmena x Tiempo) y a través de
las dosis (Colmena x Dosis) con y sin el uso de coadyuvante, demuestra que ciertas
colmenas exhiben mayor sensibilidad al imidacloprid que otras, en diferentes lapsos

y diferentes dosis; también varia el comportamiento si se adiciona el coadyuvante.

Las dos cuadruples interacciones del Ultimo experimento (cuatro colmenas
valoradas en dos temporadas a las dosis del insecticida con o sin coadyuvante) indican

que la variable respuesta es extremadamente sensible a los cambios en el ambiente.

Se encontré que, de todos los lapsos evaluados, las lecturas entre las 20 y las
60 h son ideales para observar diferencias significativas en la mortalidad de las
colmenas, con especial énfasis alrededor de las 20 h, debido a que es alrededor de este

horario cuando las colmenas alcanzan su DLso.

Ademas de la dosis superior (1 mL-L-1) administrada en ésta investigacion, las

dosis 0.066 y 0.033 mL*L-1, permitieron observar diferencias claras en la mortalidad
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promedio de todas las colmenas, por lo que se recomienda incluir estas dosis en

estudios posteriores

La adicién de un coadyuvante no afecta de forma biolégica significativa la
mortalidad de las abejas, pero en este estudio se encontré que el ambiente influyo
significativamente en la variable respuesta de cada colmena al combinarse con otras

fuentes de variacidn.

La colmena 054 demostro ser la mas tolerante a la dosis superior y poseer la
DLs5o mas alta en la temporada otofio —invierno. La colmena 032 fue las mas tolerante

en la temporada primavera — verano.

Finalmente, se observé que hay variacién genética entre colmenas para

tolerancia al insecticida imidacloprid, lo cual permite esperar respuesta de seleccion.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar el experimento para incluir mas colmenas en él.

Asi mismo, aumentar el tamano de muestra de cada colmena, aumentaria la

precision de los resultados obtenidos en experimentos posteriores.

No anadir un coadyuvante como fuente de variacion en experimentos
subsiguientes; esto con el fin de mantener el experimento con un tamano

manejable, pero cumpliendo la primera y segunda recomendacion.

Debido a que en ocasiones la DLso, calculada mediante la regresion de la curva
de mortalidad por dosis, resulté mayor a la dosis 0.066 mL*L-!, se recomienda
sustituir la dosis 0.033 mL-*L-! por una dosis mayor, 1.e.: 0.99 mL*L-1, con el

objetivo de aumentar la precision de este calculo.
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ANEXOS

Cuadro 16. Comparacion de Medias del Experimento otono — invierno 2020

Colmena DAP Dosis Mortz‘ihdad Clasificaciéon Tukey
media (%)

083 Sin DAP 100 84.80 A

036 Con DAP 100 84.57 A

016 Con DAP 100 83.42 A

103 Con DAP 100 81.96 A

103 Sin DAP 100 81.82 A

036 Sin DAP 100 81.20 A

119 Sin DAP 100 81.16 A

083 Con DAP 100 80.27 A

016 Sin DAP 100 79.92 A

023 Sin DAP 100 77.80 A

119 Con DAP 100 76.63 A

023 Con DAP 100 71.63 A

054 Sin DAP 100 51.26 B

023 Con DAP 6.6 50.62 B

054 Con DAP 100 50.17 B

083 Con DAP 3.3 47.56 C B

036 Con DAP 6.6 47.41 C B

119 Con DAP 6.6 46.54 C B

036 Sin DAP 3.3 46.33 C B D
023 Con DAP 3.3 46.26 C B D
083 Con DAP 6.6 43.36 C E B D
023 Sin DAP 6.6 42.44 F C E B D
119 Sin DAP 6.6 41.24 F C E B D
023 Sin DAP 3.3 39.93 F C E B D
054 Con DAP 3.3 39.77 F C E B D
036 Con DAP 3.3 39.20 F C E B D
054 Sin DAP 3.3 39.05 F C E B D
036 Sin DAP 6.6 37.58 F C E B D G
103 Con DAP 6.6 37.00 F C E B D G
083 Sin DAP 6.6 36.53 F C E B HDG
054 Con DAP 6.6 36.47 F C E B HDG
036 Sin DAP 1.1 36.15 F C E B HDG
119 Con DAP 3.3 35.61 F C E I B HD G
119 Sin DAP 3.3 35.55 F C E I B HD G
083 Sin DAP 3.3 32.77 F C EI1J HD G
103 Sin DAP 3.3 32.76 F C EI1J HDG
016 Con DAP 6.6 32.71 F C EI1J HDG
119 Con DAP 1.1 32.50 F C EI1J HDG
016 Con DAP 3.3 32.42 F C EI1J HDG
103 Con DAP 3.3 32.41 F C EI1J HDG
103 Sin DAP 6.6 32.34 F C EI1J HDG
054 Sin DAP 6.6 30.33 F K EIJ HDG
016 Sin DAP 6.6 29.07 F K EIJ HL G
119 Sin DAP 1.1 28.50 F KMETIJHTL G
054 Con DAP 1.1 28.05 F KMETIJHTL G
016 Sin DAP 3.3 27.96 F KMETIJHTL G
103 Sin DAP 1.1 27.15 F KMNTIJ HTL G
016 Sin DAP 1.1 23.33 0 KMNTIJHTL G
036 Con DAP 1.1 23.19 0 KMNTIJHTL G
036 Sin DAP 0.0 22.63 OPKMNIJHTL G
083 Con DAP 1.1 22.45 OPKMNIJHLG
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Mortalidad

Colmena DAP Dosis . Clasificacion Tukey
media (%)

119 Con DAP 0.0 21.51 O PKMNIJHL
023 Sin DAP 1.1 21.45 O PKMNIJHL
083 Sin DAP 1.1 21.12 O PKMNTIUJ L
103 Con DAP 1.1 20.98 O PKMNTIUJ L
023 Con DAP 0.0 20.15 O PKMN dJ L
023 Con DAP 1.1 18.86 O PKMN dJ L Q
119 Sin DAP 0.0 18.83 O P KMN dJ L Q
023 Sin DAP 0.0 18.15 O PKMN J R L Q
036 Con DAP 0.0 17.23 O PKMN R L Q
016 Sin DAP 0.0 15.79 O P M N R L Q
016 Con DAP 0.0 14.96 O P M N R Q
016 Con DAP 1.1 14.18 O P N R Q
054 Sin DAP 1.1 12.32 O P R Q
103 Sin DAP 0.0 11.12 O P R Q
083 Sin DAP 0.0 10.67 P R Q
103 Con DAP 0.0 10.50 P R Q
054 Sin DAP 0.0 7.63 R Q
083 Con DAP 0.0 7.47 R
054 Con DAP 0.0 7.45 R

Cuadro 17. Comparacion de Medias del Experimento primavera — verano

2021
Colmena DAP Dosis hﬁ?:;?;gz;l ClasTlflfj;lon

104 Con DAP 100 90.54 A
119 Sin DAP 100 87.89 A
119 Con DAP 100 87.32 A
103 Con DAP 100 86.97 A
016 Sin DAP 100 85.51 A
104 Sin DAP 100 84.97 A
036 Sin DAP 100 84.92 A
049 Con DAP 100 84.69 A
036 Con DAP 100 83.74 A
016 Con DAP 100 83.18 A
032 Sin DAP 100 82.06 A
049 Sin DAP 100 81.95 A
103 Sin DAP 100 81.86 A
032 Con DAP 100 80.99 A
119 Con DAP 6.6 54.12 B
016 Sin DAP 6.6 51.88 B
036 Con DAP 6.6 51.32 B
036 Sin DAP 6.6 46.43 C B
016 Con DAP 6.6 45.42 C B
049 Con DAP 6.6 44.83 C B D
036 Con DAP 3.3 43.23 C B D
104 Con DAP 6.6 43.08 C B D
119 Sin DAP 6.6 41.58 CE BD
036 Sin DAP 3.3 39.98 F CEBD
104 Sin DAP 6.6 33.39 F CEGDH
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Colmena DAP Dosis hﬁ:&?;lgz)d ClaSTlflf:;lon
119 Con DAP 3.3 32.79 F CEGDH
016 Con DAP 3.3 32.33 F CEGDH
103 Con DAP 6.6 32.26 F CEGDH
119 Sin DAP 1.1 31.18 F E G DH
032 Con DAP 6.6 29.49 F E G H
016 Sin DAP 3.3 28.97 F E G H
036 Con DAP 1.1 28.75 F E G H
016 Con DAP 1.1 27.23 F I G J H
104 Sin DAP 3.3 26.78 F I G J H
049 Sin DAP 6.6 26.33 I G J H
119 Con DAP 1.1 25.98 I G J H
036 Sin DAP 1.1 25.24 I G J H
119 Sin DAP 3.3 25.08 I G J H
104 Con DAP 1.1 24.68 I G J H
032 Sin DAP 6.6 22.95 I G J H
016 Sin DAP 1.1 22.08 I G J H
104 Con DAP 3.3 21.95 I K G J H
049 Con DAP 3.3 21.34 I K G J H
103 Sin DAP 3.3 20.45 LI KGJH
103 Sin DAP 6.6 19.71 L I K dJ
049 Con DAP 1.1 17.03 LI KM J
104 Sin DAP 1.1 15.36 L KM J
016 Con DAP 0.0 15.34 L KM J
103 Con DAP 3.3 14.46 LNKMJ
049 Sin DAP 3.3 14.23 LNKMJ
032 Sin DAP 3.3 13.73 LNKMJ
032 Con DAP 3.3 13.43 LNKMSJO
119 Con DAP 0.0 12.82 L NKM (0]
103 Con DAP 1.1 10.91 L NKM (0]
103 Sin DAP 1.1 10.73 LNKMPO
036 Sin DAP 0.0 10.05 LNKMPO
119 Sin DAP 0.0 9.96 L N M P O
016 Sin DAP 0.0 9.17 N M P O
049 Sin DAP 1.1 8.83 N M P O
032 Sin DAP 1.1 6.12 N Q P O
032 Con DAP 1.1 5.86 NRQPO
104 Con DAP 0.0 5.80 N R QPO
036 Con DAP 0.0 4.29 S RQPO
104 Sin DAP 0.0 3.73 T SR QP
049 Sin DAP 0.0 2.52 T S R Q
049 Con DAP 0.0 1.93 T S R Q
103 Con DAP 0.0 1.00 T S R
032 Sin DAP 0.0 0.75 T S
032 Con DAP 0.0 0.35 T S
103 Sin DAP 0.0 0.15 T
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