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“Life is a miracle beyond our comprehension, and we should reverence it even
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RESUMEN GENERAL

Existe una creciente preocupacion por la disminucién de las poblaciones de
insectos, un fendmeno que podria tener consecuencias devastadoras para los
ecosistemas naturales y la seguridad alimentaria global. Una de las principales
causas identificadas para este declive es el uso de insecticidas de amplio
espectro, entre los cuales destacan los neonicotinoides. Estos insecticidas, como
el tiametoxam, se utilizan de manera profilactica para la proteccion de multiples
cultivos, especialmente como tratamiento de semillas en el cultivo de maiz. Sin
embargo, su impacto sobre las comunidades de insectos benéficos, como las
hormigas, importantes controladoras biologicas en cultivos tropicales, sigue siendo
poco comprendido. Esta investigacion doctoral tuvo como objetivo evaluar los
efectos del uso profilactico del tiametoxam en semillas de maiz sobre la
mirmecofauna local, su actividad como agentes de control y las posibles
consecuencias de la exposicion sobre una especie no objetivo. En el primer
capitulo, se evaluo el efecto del tiametoxam sobre la comunidad de hormigas y se
investigo el posible impacto en su papel como controladoras biolégicas mediante
un experimento con presas centinelas utilizando larvas de Spodoptera frugiperda.
No se encontraron diferencias significativas en la composicion y abundancia de las
comunidades de hormigas debido al tratamiento con tiametoxam; sin embargo, se
observaron variaciones segun el tiempo y la localidad. Se registraron diferencias
significativas en el numero de larvas de Spodoptera frugiperda depredadas (p =
0,003), siendo mayor en las parcelas no tratadas con tiametoxam. Segun el

analisis SIMPER, las especies de hormigas Ectatomma ruidum y Solenopsis
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geminata fueron las que més contribuyeron a las diferencias en la depredacion de
larvas de S. frugiperda entre parcelas tratadas y no tratadas. Entre las especies
observadas depredando las larvas, E. ruidum y Odontomachus bauri se asociaron
predominantemente con las parcelas sin tratamiento. En el segundo capitulo, se
evaluaron los efectos del tiametoxam sobre el comportamiento y la supervivencia
de colonias de la hormiga Ectatomma ruidum sp.2 mediante una exposicion Unica
a una solucién azucarada con una concentracion de 1,0 pg/mL de tiametoxam. Se
encontraron diferencias en la proporcion de obreras activas entre las colonias
tratadas y no tratadas, observandose una mayor actividad en las colonias tratadas.
Los movimientos involuntarios fueron casi exclusivos de las colonias tratadas.
Finalmente, se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de las
colonias tratadas y no tratadas, tanto para larvas como para obreras, con una
mortalidad total de los individuos expuestos en ambos casos. Los resultados de
este estudio demuestran que el uso profilactico de tiametoxam en semillas de
maiz puede reducir la eficacia del control biolégico de plagas proporcionado por
las hormigas, como se evidencia en la menor depredacion de larvas de S.
frugiperda en parcelas tratadas. Ademas, la exposicion de colonias de E. ruidum
sp.2 al tiametoxam generd alteraciones significativas en el comportamiento y una
mortalidad total de las larvas y obreras, sugiriendo efectos potencialmente

perjudiciales para la mirmecofauna y su funcion ecoldgica en cultivos tropicales.

Palabras clave: Ecologia, Neonicotinoides, Control biolégico, Comportamiento

animal, Ectatomma ruidum sp.2, Zea mays.
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays, Linnaeuus 1753), originario de Mesoameérica, fue domesticado
hace unos 9.000 afios en la region que hoy comprende México (Awika, 2011;
Kennett et al., 2020). Después de una dispersion inicial en las Américas, fue
rapidamente diseminado alrededor del mundo a lo largo de la colonizacion
europea, convirtiéndose en el cereal mas importante del mundo con una
produccién global anual de méas de un billon de toneladas métricas (Erenstein et
al., 2022) con 197 millones de hectareas sembradas en el afio 2022 (FAOStat,
2021). Sus usos alrededor del globo son variados: como alimento humano y

animal y como fuente combustible y endulzante.

Desde el momento de la siembra, el maiz esta expuesto a los ataques de
numerosas plagas, y entre los factores principales que favorecen o dificultan la
aparicion de plagas y enfermedades en el cultivo estan: condiciones de clima,
labores preparatorias del terreno, rotacion de cultivos y el control de malas
hierbas, entre otros (Chavas & Mitchell, 2018). Savary y colegas (2019) reportan
gue el cultivo de maiz sufre una pérdida promedio global del 22,6% en su
rendimiento debido a la presencia de patdgenos y plagas. La magnitud de estas
pérdidas varia segun la regiéon, siendo menor en areas con manejo agricola
intensivo y tecnologias avanzadas, como es el medio oeste de Estados Unidos y
Canada, mientras que éstas se agravan en regiones con inseguridad alimentaria,
donde pueden alcanzar hasta un 41,1%. Plagas como el gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda), hongos de los géneros Fusarium y Gibberella, la roya del

sur, y la planta parasita Striga son especialmente dafinas (Savary et al., 2019).

En Colombia, el maiz es el tercer cultivo con mayor superficie de siembra después
del café y el arroz (Galeano et al., 2019), con mas de 462.626 hectareas
sembradas en el 2022 (FENALCE, 2023). Este cultivo juega un papel crucial en la

dieta de millones de colombianos y aporta, aproximadamente, el 9% de la energia
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diaria necesaria a través de alimentos tradicionales como arepas y mazamorra
(Coronado et al., 2022). En promedio, cada colombiano consume alrededor de 30
kg de maiz al afio (Galeano et al., 2019). Un andlisis de la produccion local revela
gue los departamentos con mayor produccién en Colombia se encuentran en las
regiones de Orinoquia, Andina y Caribe (FENALCE, 2023). Segun los datos del
gobierno, en 2016, solo cinco de los 32 departamentos del pais concentraron el
63% de su produccion nacional: Meta en la region de Orinoquia; Vichada en la
Amazonia; Valle del Cauca y Tolima en la Andina y Cordoba en la del Caribe
(Galeano et al., 2019).

Dentro de los principales retos que enfrenta el cultivo de maiz en el pais esta el
manejo de plagas insectiles que afectan sus rendimientos, destacandose el
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797) y la chicharrita del
maiz (Dalbulus maidis DelLong, 1923) asociada como vector principal del virus del
achaparramiento (Coronado et al., 2022) y, actualmente, como la plaga mas
limitante en maiz. En efecto, esta especie, en 2016 causo pérdidas superiores al
70% en la region del Huila. En el Valle del Cauca se reportaron 10 aplicaciones de
insecticida durante el ciclo del cultivo (4 meses) para el control de esta plaga
(Rodriguez Chalarca et al., 2020). No obstante, el cogollero continla siendo una
plaga ampliamente distribuida en todas las regiones maiceras del pais y del
mundo, con numerosos hospederos alternos que aumentan su capacidad de dafio
lo que implica que sea considerado como uno de los mas importantes a nivel
econdmico. En Colombia, se registran pérdidas superiores al 60% (Gomez et al.,
2010). El control de esta plaga se hace principalmente por medio de insecticidas
guimicos, lo que representa alrededor del 10% de los costos totales de produccion
del maiz y que traduce en un problema econdmico importante (Jaramillo-Barrios et
al., 2020. La creciente demanda de maiz en el pais ha conllevado el aumento
progresivo del area sembrada de maiz tecnificado (FENALCE, 2023). Al mismo
tiempo se ha aumentado el uso de diversos de insecticidas, destacandose el uso

de neonicotinoides tanto mediante rocio foliar, como su uso como cobertores de
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semillas. En Colombia, para 2017 se encontraban aprobados para su uso mas de
180 productos comerciales con mezclas de moléculas pertenecientes al grupo de

los neonicotinoides (Gomez Maldonado, 2021).

Los neonicotinoides (neonicos en adelante) son receptores nicotinicos de
acetilcolina. Cuando se unen al sistema nervioso central de los insectos (aun en
bajas concentraciones), actlan agonisticamente causando bloqueo de los
receptores, paralisis y muerte (Goulson, 2013) en altas concentraciones. Como
caracteristicas principales exhiben una alta toxicidad en artropodos que, a la vez,
es baja en vertebrados (Lexmond et al., 2015) y una alta solubilidad relativa que
les permite ser rapidamente absorbidos por parte de las raices y hojas de las
plantas, haciéndolos ideales como insecticidas sistémicos. Esto ha permitido que
sean aplicados de manera amplia: aspersion foliar o directa en el suelo y como
cobertor de semillas. Este ultimo uso es el mas extendido mundialmente y, en
este, el ingrediente activo es aplicado profilacticamente a las semillas antes de la
siembra, extendiéndose por todos los tejidos de la planta mientras crece (Simon-
Delso et al., 2015).

Los tratamientos de semillas con neonicotinoides presentan varias
incompatibilidades con los principios del manejo integrado de plagas (MIP)
(Goulson, 2013; Tooker et al., 2017). Primero, su uso masivo Yy rutinario, sin
basarse en la presencia real de plagas, contraviene el enfoque selectivo del MIP,
gue busca aplicar insecticidas solo cuando es necesario. Esa practica, dada la
exposicidon continua a pequefias cantidades de neonicos ha favorecido la
generacion de poblaciones de plagas resistentes a los mismos (Lexmond et al.,
2015); asi como también compromete la sostenibilidad del control biolégico al
afectar negativamente a los enemigos naturales de las plagas y genera multiples
efectos no deseados a los polinizadores (Goulson, 2013; Guillade & Folgarait,
2014), lo que contraviene el objetivo del MIP de minimizar los impactos negativos

en organismos no objetivo ( Metcalf & Luckmann, 1994;Tooker et al., 2017).



14

Los efectos negativos del uso profilactico de neonicos estd documentado en
numerosos grupos de organismos incluidos mamiferos (Mineau, 2005; Gu et al.,
2013), aves (Kohler & Triebskorn, 2013; Mineau & Whiteside, 2013), abejas
(Kremen et al., 2002; Whitehorn et al., 2012; Goulson et al., 2015) y en insectos
agentes de control biologico (Lundgren et al., 2013; Guillade & Folgarait, 2014;
Roubos et al., 2014a; Douglas et al., 2015; Moscardi et al., 2015). El control
bioldgico representa una gran relevancia econdémica en sistemas agricolas al
ayudar a mantener controlados los dafios causados por los artrépodos plaga,
disminuir las pérdidas econémicas y reducir la necesidad de insumos agricolas

para el control de plagas (Losey & Vaughan, 2006; Naranjo et al., 2015).

Los insectos que ejercen control biolégico sobre otros artropodos lo hacen por
medio de dos mecanismos: parasitacion y depredacion y, segun el caso, los
depredadores se pueden alimentar de todos los estados de desarrollo de la presa
(Paredes et al., 2013). Cabe destacar la funcion de los artropodos depredadores
generalistas ya que persisten en el campo incluso cuando las poblaciones de
plagas clave son bajas y también pueden depredar plagas secundarias,
demostrando su valor fundamental como agentes de control bioldgico en entornos

agricolas (Symondson et al., 2002).

Al afectar a este ultimo grupo de depredadores se compromete la invaluable
funcién de mantener las poblaciones plagas por debajo el umbral de riesgo de
impacto econdmico (Roubus et al., 2014b). Lo anterior trae consigo aumentos
explosivos en dichas poblaciones, asi como también la aparicion de aquellas
secundarias que, bajo otras condiciones, no representan un riesgo de impacto

econdomico (Douglas et al., 2015).

Los insectos benéficos (polinizadores y depredadores) pueden ser afectados tanto

de manera letal como sub-letal (Gontijo et al., 2015) ya sea por contacto directo o
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indirecto con los tejidos vegetales, polen y néctar de origen floral o extra-floral
(Jenkins et al., 2013; Moscardini et al., 2015). El néctar extra-floral al estar
presente desde estadios tempranos de desarrollo de la planta, es una fuente de
exposicion a residuos de insecticidas para diversos grupos de insectos benéficos
entre ellos las hormigas (Heil, 2008; Barbieri et al., 2013; Heil et al., 2015), uno de
los principales grupos de depredadores en los sistemas agricolas tropicales
(Offenberg, 2015).

Las hormigas poseen atributos especiales no compartidos con otros insectos
benéficos como su presencia en la gran mayoria de ecosistemas, entre otros, su
alta abundancia relativa respecto a otros grupos de insectos y su facultad de
responder a explosiones repentinas de poblaciones de insectos plaga debido a su
capacidad de rapido reclutamiento (Risch & Carroll, 1982). Esto les hacen
excelentes controladoras de plagas (Offenberg, 2015). Ademas, una gran
proporcion de especies de hormigas son depredadoras generalistas, que cooperan
durante la caceria de presas y algunas especies tienen obreras polimorficas lo que
les permiten abordar un amplio rango de presas y atacarlas en diferentes estadios
de su desarrollo (Manak et al., 2013). Por otra parte, su nivel de saciedad es elevado
(Offenberg, 2015) por lo que, a diferencia de otros artropodos depredadores,
continlan cazando, superando sus limites de forrajeo (Rueppell & Kirkman, 2005).
Todo esto las hace muy recomendables para su empleo en las estrategias de

manejo integrado (Way & Khoo, 1992).

En la actualidad se estima que mas de 100 millones de hectareas de cultivos en
todo el mundo son tratadas anualmente con neonicotinoides, con tiametoxam
representando una parte sustancial de este total (Simon-Delso et al., 2015). Este
compuesto es especialmente popular como cobertor de semillas, utilizado en mas
del 90% de las semillas de maiz plantadas en Estados Unidos y en una proporcion
similar en otros cultivos clave como la soja y el algodén (Douglas & Tooker, 2015).

A pesar de su eficacia en la proteccion contra una variedad de plagas, el uso
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extensivo de tiametoxam ha generado preocupacion debido a sus efectos
adversos sobre organismos no objetivo, siendo aun desconocidos los posibles
efectos que pueda tener sobre la mirmecofauna en la region neotropical, donde
juegan un papel fundamental en el control biolégico de plagas en el cultivo de
maiz, en particular en la depredacion de insectos dafiinos como el gusano
cogollero (Perfecto, 1990; Perfecto 1991; Wyckhuys & O'Neil, 2007). Especies
como Ectatomma ruidum y Solenopsis geminata han demostrado ser
depredadoras eficaces en estos sistemas agricolas, al contribuir significativamente
a la reduccion de poblaciones de esta y otras plagas que afectan el rendimiento
del cultivo (Risch & Carroll, 1982; Perfecto, 1990; Wyckhuys & O'Neil, 2007,

Santamaria et al., 2009).

Teniendo presente todo lo anterior, esta investigacion busco revelar los posibles
efectos que el neonicotenoide tiametoxam, insecticida recomendado en el
tratamiento profilactico de semillas de maiz alrededor del mundo, tiene sobre
algunas especies de hormigas. Para esto se desarrollaron ensayos
experimentales tanto de laboratorio como de campo. En el capitulo 1, se compara
el ensamblaje de hormigas entre parcelas de maiz, como también la actividad
depredadora de las mismas mediante un experimento de campo en parcelas
tratadas y no tratadas con neonicos. En el capitulo 2, se abordaron ensayos de
laboratorio con el objeto de determinar el efecto de una exposicidén Unica de una
dosis de tiametoxam, comparando los posibles efectos letales y subletales

teniendo como modelo la hormiga cazadora Ectatomma ruidum sp.2.
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CAPITULO 1:

Efectos del uso profilactico del tiametoxam sobre la mirmecofauna del cultivo

de maiz

Resumen

El uso profilactico de neonicotinoides, como el tiametoxam, se ha extendido en la
agricultura moderna debido a su eficacia en el control de plagas. Sin embargo, sus
efectos sobre los organismos no objetivo, en particular sobre la mirmecofauna y su
funcién en el control biolégico, requieren un examen detallado. Este estudio evalué
el impacto del tiametoxam aplicado en semillas de maiz sobre la abundancia,
riqueza y actividad depredadora de hormigas en dos localidades del Valle del
Cauca, Colombia. Se utilizé un disefio experimental que compardé parcelas
tratadas con tiametoxam y parcelas no tratadas, realizando muestreos regulares
de la mirmecofauna y evaluando su actividad de depredacién sobre Spodoptera
frugiperda. Aungue no se present6 una reduccion significativa en la abundancia y
rigueza de hormigas en parcelas tratadas con tiametoxam, en comparacion con
parcelas no tratadas, la actividad depredadora de hormigas sobre larvas de S.
frugiperda fue menor en parcelas tratadas, lo que sugiere un impacto negativo del
tiametoxam en la funcién depredadora de esta especie. Ademas, se observo una
alteracion en la composicion de la comunidad de hormigas depredadoras, con un
desplazamiento hacia especies mas tolerantes al insecticida. Estos hallazgos
indican que, si bien el tiametoxam puede ser eficaz en el control directo de plagas,
su uso podria comprometer el control bioldgico natural y afectar la sostenibilidad a
largo plazo de los agroecosistemas. Este estudio subraya la importancia de
considerar los efectos colaterales de los neonicotinoides sobre los depredadores
naturales y plantea la necesidad de estrategias de manejo integrado de plagas
gue minimicen el impacto en los organismos no objetivo. Las implicaciones

ecoldgicas y agrondmicas de estos resultados son cruciales para el desarrollo de
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practicas agricolas mas sostenibles y la conservacion de la biodiversidad en

ambientes agricolas.

Palabras claves: neonicotinoides, tiametoxam, insectos benéficos, diversidad,

servicios ecosistémicos, control biolégico.

Abstract

The prophylactic use of neonicotinoids, such as thiamethoxam, has become
widespread in modern agriculture due to their efficacy in pest control. However,
their effects on non-target organisms, particularly on myrmecofauna and their role
in biological control, require detailed examination. This study evaluated the impact
of thiamethoxam applied to corn seeds on ant abundance, richness and predatory
activity at two locations in Valle del Cauca, Colombia. An experimental design was
used comparing thiamethoxam-treated and untreated plots, carrying out regular
sampling of myrmecofauna and evaluating Spodoptera frugiperda predation.
Although results did not show a significant reduction in ant abundance and
richness in thiamethoxam-treated plots compared to untreated plots, the predatory
activity of ants on S. frugiperda larvae was lower in treated plots, suggesting a
negative impact of thiamethoxam on the predatory function of these species. In
addition, an alteration in the composition of the predatory ant community was
observed, with a shift towards species more tolerant to the insecticide. These
findings indicate that while thiamethoxam may be effective in direct pest control, its
use could compromise natural biological control, affecting the long-term
sustainability of agroecosystems. This study underscores the importance of
considering the side effects of neonicotinoids on natural predators and raises the
need for integrated pest management strategies that minimize the impact on non-
target organisms. The ecological and agronomic implications of these results are
crucial for the development of more sustainable agricultural practices and the

conservation of biodiversity in agricultural environments.
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Introduccion

La disminucién alarmante de las poblaciones de insectos a nivel mundial es un
fendmeno multifactorial, donde la interaccion de diversas causas ha
desencadenado un declive sin precedentes (Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019;
Wagner et al., 2021). La pérdida y fragmentacion de hébitats, principalmente por la
expansion agricola y urbana, ha reducido drasticamente las areas disponibles para
la supervivencia y reproduccion de los insectos (Piano et al., 2020). A esto se
suma el cambio climatico, que altera las condiciones ambientales esenciales,
como la temperatura y los patrones de precipitacion, exponiendo a las especies a
situaciones de estrés extremo que muchas no pueden soportar (Harrison et al.,
2015; Nice et al., 2019). Ademas, la introduccion de especies invasoras, facilitada
por el comercio global, ha generado presion por competencia y depredacion sobre
las especies nativas, agravando su situacion (Wagner et al., 2021). Sin embargo,
una de las causas mas perniciosas y extendidas es el uso indiscriminado de
insecticidas, particularmente los neonicotinoides, cuyos efectos letales y subletales
no solo afectan a las plagas objetivo, sino que también tienen un impacto
devastador sobre una amplia gama de insectos beneficiosos, comprometiendo su
papel crucial en los ecosistemas y en la sostenibilidad agricola (Desneux et al.,
2007; Neumann et al., 2015; Pisa et al. 2015; Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019;
Wagner et al., 2021).

Los neonicotinoides actian como agonistas de los receptores nicotinicos de
acetilcolina en el sistema nervioso central de los insectos al unirse firmemente a
estos y causar una estimulacion nerviosa a bajas concentraciones. A
concentraciones mas elevadas, sin embargo, estos compuestos bloguean los

receptores, lo que provoca paralisis y, finalmente, la muerte del insecto (Goulson,
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2013). Estos insecticidas son conocidos por su alta toxicidad para los artropodos,
mientras que ésta es, relativamente, baja para los vertebrados (Lexmond et al.,
2015). Ademas, debido a su alta solubilidad, pueden ser rapidamente absorbidos
por las raices y hojas de las plantas, lo que ha permitido su uso extendido a nivel
mundial. Estos se aplican cominmente mediante aspersion foliar, aplicacién
directa al suelo o, mas frecuentemente, como recubrimiento de semillas. Este
ultimo método, que consiste en la aplicacion profilactica del ingrediente activo a las
semillas antes de la siembra, permite que el compuesto se distribuya a través de
todos los tejidos de la planta a medida que esta crece (Simon-Delso et al., 2015).

A pesar de los numerosos reportes sobre los efectos indeseados asociados al uso
de neonicotinoides como tratamiento profilactico, esta practica se ha difundido
ampliamente como método de control de plagas, y afecta a artropodos no objetivo
en distintos sistemas (Pisa et al., 2015, Mamy et al., 2023). Al presente, no se
conocen estudios sobre el potencial impacto en la comunidad de artropodos del
cultivo de maiz en la zona tropical. De acuerdo con Hallmann et al. (2017) el uso
extendido de neonicos durante las pasadas décadas seria una de las causas de la
pérdida dramatica tanto de la diversidad como abundancia de insectos voladores
en Alemania. Esta pérdida trae como consecuencia la degradacion de las distintas
funciones ecosistémicas asociadas a ella. En la recopilacion de Chagnon y
colegas (2015) ponen de manifiesto los efectos negativos que estos insecticidas
tienen sobre distintas funciones ecoldgicas de los agroecosistemas. Entre ellas se
destaca la reduccion de la polinizacién (Desneux et al., 2007; Klein et al., 2007,
Sanchez-Bayo & Goka, 2014), ya sea mediante el aumento en la mortalidad de
abejas durante la aplicacion de los neonicos a los cultivos, como reporta Gross
(2008) o, indirectamente, por distintos efectos subletales: afectacion de la
habilidad forrajera de las abejas (Guez et al., 2001; Decourtye et al., 2004;
Aliouane et al., 2009) y por la reduccién de la resistencia a patdgenos y parasitos
(Goulson, 2003; Goulson et al., 2015).
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Otro aspecto muy afectado por los efectos negativos de los neonicos es el control
biolégico de plagas por depredadores y parasitoides. Ellos juegan un papel
fundamental en el manejo integrado de plagas (Byrne & Toscano, 2007) y pueden
estar expuestos a los neonicos en variedad de formas (Pisa et al., 2015): por
translocacion al consumir néctar o presas que se han alimentado en plantas
tratadas (Albajes et al., 2003; Douglas et al., 2015; Krischik et al., 2007; Calvo-
Agudo et al., 2019) o por exposicion a superficies tratadas, exposicién o consumo
de productos de gutacién (Prabhaker et al., 2011; Khani et al., 2012).

Entre los grupos de depredadores en los cuales se ha trabajado con relacién a los
neonicos destacan Hemiptera (Albajes et al., 2003; Prabhaker et al., 2011),
Neurodptera (Rogers et al., 2007), Coledptera (Khani et al., 2012; Douglas et al.,
2015), Arachnida (Rezaé et al., 2022) e Himenoptera (Byrne & Toscano, 2007; Liu
et al., 2010). Entre los estudios del efecto de los neonicos en himenodpteros,
distintos a abejas, se destacan los realizados en avispas parasitoides por Stapel et
al. (2000), donde se encontré que se reduce la longevidad y habilidad para
forrajear de la avispa parasitica Microplitis croceipes al alimentarse con el néctar
extra floral del algodén tratado con imidacloprid. Resultados similares en la
sobrevivencia fueron encontrados para la avispa Anagyrus pseudococci
alimentada sobre flores de plantas tratadas con este insecticida (Krischik et al.,
2007). El estudio de Tappert y colegas (2017) en avispas parasitoides de Nasonia
vitripennis muestra que la eficacia de busqueda de pareja y de presas disminuye
significativamente después de ser expuestas a dosis moderadas del mismo

producto.

Las hormigas son organismos claves que brindan multiples papeles ecoldgicos
fundamentales en los agroecosistemas (Diamé et al. 2018; Frizzi et al. 2023). En
cuanto a la relacion entre neonicotinoides y la biodiversidad de las hormigas, la
atencion se ha centrado en las especies de hormigas invasoras. Varios estudios

evaluaron la eficacia de los neonicotinoides para controlar especies de hormigas
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invasoras, como la hormiga argentina Linepithema humile (Daane et al., 2008;
Blight et al., 2011) y la hormiga de fuego Solenopsis invicta (Wang et al., 2020;
Sakamoto & Goka, 2021). En referencia al tiametoxam, solo se han realizado
estudios de mortalidad sin indagar cuéles otros efectos puedan tener (Wiltz et al.,
2010). Galvanho et al. (2013) demostraron que el comportamiento de
acicalamiento en la hormiga Acromyrmex subterraneus se ve comprometido
cuando es expuesta a dosis subletales de imidacloprid. De manera similar,
Barbieri et al. (2013) reportaron una disminucién en la produccién de progenie y un
incremento en la agresividad en la hormiga Linepitema humile tras la exposicion a
neonicotinoides. En linea con estos hallazgos, Thiel y Kéhler (2016) observaron un
aumento en la agresividad de Lasius flavus al ser expuesta a imidacloprid. En
recientes trabajos, los individuos de Solenopsis invicta expuestos a neonicos
fueron afectados en su comportamiento (Pan et al., 2017; Wang et al., 2020) y en
la produccion de progenie viable (Wang et al., 2015).

Aunque algunas especies de hormigas tienen importancia capital en los sistemas
productivos de maiz, otras pueden tener un papel dual y controversial al actuar
como depredadores de ciertos herbivoros plaga del cultivo (Rish & Carrol, 1982;
Perfecto, 1990; Perfecto, 1991; Wyckhuys & O'Neil, 2007; Corbara et al., 2019) y
al mismo tiempo favorecer poblaciones de chupadores de importancia econémica
(Cudjoe et al., 1993). En ambas situaciones, dado el uso extensivo de los
neonicos como agentes profilacticos, resulta de particular interés dilucidar algunos
efectos de estos compuestos sobre su diversidad, abundancia y funcién como

controladores biolégicos, lo cual es objetivo del presente trabajo.

Hipo6tesis general

El uso profilactico del neonico tiametoxam como cobertor de semillas de maiz,
afecta negativamente la mirmecofauna, presente en el cultivo de maiz, asi como

algunos de los servicios de control biol6gico que estas brindan.
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Hipoétesis especificas

1. La abundancia y composicion de hormigas, expuestas a la acciéon del
tiametoxam en parcelas de maiz tratadas difieren de aquellas no tratadas.

2. La actividad de forrajeo y tasa de depredacién de las hormigas en parcelas
de maiz es afectada por el uso del tiametoxam afectando las tasas de herbivoria
de las plagas presentes en el cultivo.

Objetivo general

Determinar el impacto del uso profilactico del tiametoxam en semillas de maiz
comercial sobre la mirmecofauna, identificando los posibles efectos sobre
depredacion que ejercen sobre potenciales plagas en el cultivo del maiz en una

zona de neotropical de bosque seco.

Objetivos especificos

1. Determinar, los cambios en la abundancia y riqueza de las hormigas, en

parcelas de maiz tratadas y no tratadas con tiametoxam.

2. Analizar la actividad depredadora de las hormigas en las parcelas de maiz
tratadas y no tratadas con tiametoxam en diferentes etapas de madurez del
cultivo, asi como los posibles efectos sobre la tasa de herbivoria de las plagas

presentes del cultivo.
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Materiales y métodos

Area de estudio, disefio experimental y manejo del cultivo

El presente trabajo se llevo a cabo en dos localidades del Valle del Cauca
(Colombia), ambas situadas en la zona de vida de bosque tropical seco, en el valle
geogréfico del rio cauca, Colombia: en el centro experimental de la Universidad
Nacional de Colombia, en Candelaria (N 3°25'35" O 76°25'49"), temperatura
promedio de 35°C y 37°C como maxima y de 11°C a 19°C como minima con una
altura de 975 m.s.n.m. y en la Finca Pajonales del corregimiento de Santa Elena,
en El Cerrito (N 3°40'6.39" O 76°15'22") "), temperatura promedio de 33°Cy
35°C como maxima y de 10°C a 18°C como minima con una altura de

987 m.s.n.m (Figura 1). Para evitar el efecto de residuos de productos
agroquimicos se usaron terrenos con un historico libre de su exposicion por mas
de cinco afos. Para la siembra se usaron semillas de maiz certificadas, pero sin
tratamiento previo. En cada localidad se demarcaron 20 parcelas (diez para el
tratamiento y diez para el control). Las parcelas delimitadas fueron de 15mx30m,
separadas por diez metros entre si y del borde. En las diez elegidas como
tratadas, las semillas a sembrar fueron sumergidas por 10 minutos en el neonico
Tiametoxam 1 gramo por litro, y las diez parcelas restantes no recibieron
tratamiento de cubrimiento de semilla alguno. El control de malezas se hizo
guimicamente empleando glifosato (una aplicacién antes de la siembra) y
paraquat una aplicacion 15 dias después de la emergencia La siembra se hizo
mecéanicamente a una densidad de 60.000 plantas por hectarea La siembra en
Candelaria se realiz6 el 26 de febrero de 2019 y mientras que en El Cerrito se hizo

en agosto de 2021.
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Figura 1. Ubicacion de las fincas en Candelaria y El Cerrito (Valle del Cauca) para

los experimentos de diversidad y depredacion.

Muestreo

Para determinar la influencia del tratamiento profilactico con tiametoxam en la
abundancia y riqueza de hormigas y artropodos benéficos del cultivo de maiz, se
realizaron, desde la siembra hasta la cosecha, muestreos cada quince dias por

cuatro meses en dos ciclos de cultivo. En cada parcela, a una distancia minima



26

con el borde de cinco metros, se instalaron aleatoriamente, diez estaciones
consistentes en cinco trampas de caida o “pitfall” con alcohol al 70%, alejadas una
de otra por un metro. Las trampas estuvieron activas por 72 horas, tiempo
después del cual se recogieron. Como método complementario, en cada estacion,
se realizaron capturas manuales por diez minutos, enfocadas a los organismos
gue se encontraran en las plantas de maiz y el suelo adyacente. Los especimenes
capturados por los distintos métodos de muestreo se llevaron al Laboratorio de
ecologia y comportamiento de Arthropoda, Departamento de Biologia de la
Universidad del Valle (Cali). Alli se realizé su respectiva identificacion al nivel
taxondmico mas especifico posible empleando las claves del libro de hormigas de
Colombia (Fernandez et al., 2019).

Ademas, desde la emergencia de las primeras hojas se realiz6 un monitoreo
guincenal en las parcelas tratadas y no tratadas con tiametoxam para evaluar las
poblaciones de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), y otras plagas
importantes del cultivo de maiz. Para esto se siguieron las directrices de monitoreo
de Bellotti et al. (2007) ingresando por una orilla del cultivo y caminando en zig-
zag hasta alcanzar el otro extremo, observando detalladamente 45 plantas del
cultivo por parcela. En los monitoreos sucesivos, se hizo rotacion ingresando al
area del cultivo por extremos diferentes al inmediatamente anterior. Se registraron
el nimero de plantas que estaban afectadas por S. frugiperda y otras plagas

importantes.

Experimento de depredacion

Para medir las tasas de actividad depredadora de las hormigas en las parcelas de
maiz tratadas con tiametoxam se instalaron cebos, practica usada en varios
trabajos para este fin (Hahn & Wheeler, 2002; Nyamukondiwa & Addison, 2014;
Kwon, 2016). Para medir la tasa de depredacién por hormigas en cada parcela, se

definieron, en cada estacion, tres unidades experimentales (UE) consistentes cada
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una de una larva de Spodoptera frugiperda, viva, expuestas en una trampa a ras
de suelo que permitia la entrada a los depredadores, pero evitaba la huida de la
larva. El montaje se realizé en el campo y una vez instaladas las unidades
experimentales, se midié la supervivencia de estas a los 0, 15, 30, 60y 120
minutos. El criterio para definir si una larva fue depredada fue que fuese
consumida total o parcialmente. En cada ronda de observacién se anoté el nUmero
de presas sobrevivientes y el nimero de presas depredadas. Las hormigas que se
observaron depredando fueron puestas en tubos eppendorf con alcohol al 75%
para su posterior identificacion en laboratorio. Se realizé un experimento cada mes
iniciando 15 dias después de la siembra, siendo los siguientes dias de muestreo al
dia 45, el 75y por ultimo el 105.

Analisis estadistico

Se construyeron modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) para establecer si
la localidad, época de muestreo y el tratamiento afectaban la riqueza, abundancia
de hormigas y la herbivoria por parte de las plagas del cultivo de maiz. Se
seleccion6 el modelo que mejor se ajusto a la naturaleza de los datos, basado en
el Criterio de Informacion de Akaike AIC. Se utilizo el paquete Ime4 (Bates et al.,
2015) para correr el analisis en R. Se calcularon los coeficientes de correlacion de
Pearson para medir la relacion entre las variables y se realizo un gréafico de “pair-

plot” para visualizar las relaciones entre las variables analizadas en los modelos.

En el experimento de depredacion, se realizé un anélisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) para visualizar las diferencias y similitudes en
las comunidades de hormigas capturadas depredando S. frugiperda entre las
parcelas tratadas y no tratadas. Como complemento se realizaron el andlisis
ANOSIM (andlisis de similitudes) y SIMPER (porcentaje de similitud) para evaluar

diferencias en la composicion de comunidades entre las especies de hormigas que
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contribuyen mas a la disimilitud entre las parcelas tratadas y no tratadas. En el
ANOSIM se utilizé el método de disimilitud de Bray-Curtis, agrupando los datos de
acuerdo con el tratamiento con 9999 permutaciones. Para el desarrollo de estos
analisis se utilizaron las librerias vegan e indicspecies en el programa estadistico
R (R Development Core Team, 2019).

Aspectos éticos

La colecta de artrépodos se hizo bajo el amparo permiso de colecta de la
resolucion 1070 del 28 de agosto de 2015. Ninguno de los organismos objetivo del
muestreo se encuentra en peligro de extincion. En los experimentos de campo con
el insecticida tiametoxam se tomaron todos los cuidados y consideraciones de
acuerdo con su protocolo de uso. En este trabajo no se tomaron muestras de

tejido con fines de extraccion de ADN.

Resultados

Abundanciay rigueza de hormigas

Se capturaron 14.055 individuos de Formicidae, repartidos en 50 especies de 26
géneros. Se registraron 39 especies de hormigas en Candelaria y 32 en El Cerrito.
Solenopsis geminata (Fabricius, 1804) fue la especie mas abundante, con 3.496
individuos, también tuvo el mayor namero de registros tanto en Candelaria como
en El Cerrito (219). La segunda especie mas abundante fue Wasmannia
auropunctata, con 2.850 individuos. En ambos sitios de muestreo no se encontro

una especie asociada Unicamente a un tratamiento (Tabla Al).

El andlisis de devianza para evaluar los efectos del tratamiento, localidad, el
tiempo y sus interacciones sobre la abundancia de hormigas, no se encontré

efecto por el tratamiento, sin embargo, se mostrd que la localidad tuvo un efecto
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estadisticamente significativo (3?=19.8686, df=1, p=8,295e-6), al igual que el
tiempo (y?=44.6114, df=8, p=4,360e-7), Ademas, se observé una interaccion
significativa entre la localidad y el tiempo (x?=44.4799, df=8, p=4,617e-7). Estos
resultados sugieren que tanto la localidad como el tiempo, asi como su
interaccion, influyen de manera significativa en la abundancia de hormigas. En el
andlisis post hoc de Bonferroni se evidenciaron diferencias estadisticas que se
observan en el comportamiento de los datos de abundancia graficamente (Figura
2). Se encontraron diferencias en la localidad de Candelaria al inicio de la siembra
(p=0,002), a los 30 dias (p< 0,001) y a los 90 dias después de la siembra
(p=0,003). Para EI Cerrito se encontraron diferencias a los 15 dias (p= 0,001), 45
dias (p=0,001) y a los 105 dias después de la siembra (p=0,05).

Candelaria Cerrita
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G0

Abundancia de hormigas

0 15 30 45 60 75 90 105 120 O 15 30 45 60 75 890 105 120
Dias luego de siembra
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Figura 2. Abundancia promedio de Formicidae desde la siembra a la cosecha de
maiz, las lineas rojas muestran el comportamiento de la abundancia en las
parcelas no tratadas y las lineas azules el comportamiento en las pacerlas
tratadas. El asterisco denota el periodo donde se encontraron diferencias.

El analisis de devianza para evaluar los efectos del tratamiento, localidad, tiempo,
y sus interacciones sobre la riqueza de hormigas reveld, ausencia de diferencias
por tratamiento) tuvo un efecto estadisticamente significativo por localidad (Figura
3 (¢°=71.588, df=1, p=2,2e-16), al igual que el tiempo (¢?=172.2571, df=8,
p=2,2e—-16), Ademas, se observé una interaccion significativa entre la localidad y
el tiempo (x>=57.003, df=8, p=1,798e-9). Estos resultados sugieren que tanto la
localidad como el tiempo, asi como su interaccion, influyen de manera significativa
en la rigueza de hormigas. En el analisis post hoc de Bonferroni se evidenciaron
diferencias en la localidad de Candelaria a los 30 dias después de la siembra (p<
0,001).
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Figura 3. Riqueza promedio de Formicidae desde la siembra a la cosecha de
maiz, las lineas rojas muestran el comportamiento de la riqueza en las parcelas no
tratadas y las lineas azules el comportamiento en las pacerlas tratadas. El

asterisco denota el periodo donde se encontraron diferencias.

Finalmente, al realizar el analisis de devianza para evaluar los efectos de la
localidad, el tratamiento, el tiempo, y sus interacciones sobre la herbivoria (Figura
4) se registraron efectos estadisticamente significativos para el tratamiento
(x?=60.000, df=16, p=2,2e-16), la localidad (3?=135.957, df=16, p=<2,2e-16), y el
tiempo (x?=510.585, df=29, p=2,2e-16). Ademas, se observaron interacciones

significativas entre la localidad y el tratamiento (y?=25.596, df=8, p=0,0001), la
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localidad y el tiempo (y?=127.175, df=15, p=2,2e-16) y el tratamiento y el tiempo
(x?=35.082, df=15, p = 0,002). Estos resultados indican que la localidad, el
tratamiento, el tiempo, y las interacciones entre estos factores influyen
significativamente en la herbivoria. De acuerdo al analisis de Bonferroni en
Candelaria, la herbivoria fue significativamente mayor en las plantas no tratadas
en comparacién con las tratadas en los tiempos 15 (p = 0,0026), 30 (p = 0,0093) y
60 (p = 0,0200). En El Cerrito, se observaron diferencias significativas en los
tiempos 45 (p = 0,0304), 60 (p = 0,0007) y 120 (p = 0,0083), con mayores niveles
de herbivoria en las plantas no tratadas en comparacioén con las tratadas.
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Figura 4. Porcentaje de herbivoria general desde la siembra a la cosecha de

maiz, las lineas rojas muestran el comportamiento de la herbivoria en las parcelas
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no tratadas y las lineas azules el comportamiento en las tratadas. Los asteriscos
rojos denotan los periodos donde se encontraron diferencias.

El andlisis de “pair-plot” (Figura 5) revelo varias correlaciones estadisticamente
significativas entre las variables de herbivoria, rigueza y abundancia de hormigas.
A nivel global, se observo una correlacion positiva significativa entre la herbivoria 'y
la riqgueza de hormigas (Corr=0,267 asi como entre la herbivoria y la abundancia
de hormigas (Corr=0,174). De manera especifica, en la localidad de Candelaria,
tanto en parcelas tratadas como no tratadas, se detectan correlaciones positivas
significativas entre la herbivoria y la riqueza (Corr=0,374 y Corr=0,242,
respectivamente), y entre la herbivoria y la abundancia (Corr=0,356 y Corr=0,252,
respectivamente). Ademas, se encuentra una correlacion positiva significativa
entre la riqueza y la abundancia en general (Corr=0,644), con valores en particular
altos en Candelaria no tratada (Corr=0,740) y Candelaria tratada (Corr=0,680).
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Figura 5. “Pair plot” para las variables de herbivoria, riqueza y abundancia de

hormigas para ambas localidades y tratamientos. En la parte inferior izquierda se
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muestra la relacién entre cada par de variables representado el rojo el conjunto de
datos de Candelaria con tratamiento, el azul los no tratados en Candelaria, en
violeta los tratados en Cerrito y en verde los no tratados. Los asteriscos (***)
indican el nivel de significancia estadistica de las correlaciones.

Experimento de depredacion

Se registraron 253 eventos de depredacion, realizados por siete especies de
hormigas. Seis especies registradas para la localidad de Candelaria y cinco para
El Cerrito (Tabla A2).

El andlisis de devianza indico que tanto la localidad como el tratamiento tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre la depredacion. Especificamente, se
encontré que la localidad (3?=8.7405, df=1, p=0,003112) y el tratamiento
(x?=6.9875, df=1, p=0,008208) influyen significativamente en la probabilidad de
depredacion. Estos resultados sugieren que tanto la ubicacion como el tratamiento
aplicado son factores determinantes en la variabilidad de la depredacion
observada. No se encontraron diferencias significativas para el tiempo ni entre las

interacciones entre los factores evaluados.
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Figura 6. Porcentaje de depredacion de larvas de Spodoptera frugiperda en
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parcelas tratadas (lineas azules) y no tratadas (lineas rojas) a lo largo del tiempo

(dias después de la siembra) en las localidades de Candelaria y El Cerrito.

En el andlisis NMDS (Figura 7) de las especies de hormigas depredadoras de S.

frugiperda segun el tratamiento de las parcelas muestra en las areas sombreadas

la distribucién y superposicion de las comunidades de hormigas en parcelas

tratadas (naranja) y no tratadas (azul), sugiriendo diferencias en la composicion de

las comunidades, pero también similitudes significativas. Las especies mas

representativas en las parcelas no tratadas incluyen Pheidole sp.1 y Pheidole sp.2,

mientras que en las parcelas tratadas destacan Solenopsis geminata, Solenopsis
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sp.2, y Odontomachus erythrocephalus. Ectatomma ruidum fue la mas comun en
parcelas no tratadas y O. bauri se encuentra también en las parcelas no tratadas,
pero con mayor dispersion. La prueba de ANOSIM, obtuvo valor del estadistico R
obtenido es 0,3106, lo que indica una separacién moderada entre los grupos
comparado con un valor asociado de p=0,0001 lo que sugiere que las diferencias
observadas son altamente significativas.

Pheidale sp2
* No_Tratada

Tratada

1.0

Pheidale sp1
L]

NMDS2

SRempdiachs snthl

Selenopsis gemins

05

L L]
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l I I I
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Figura 7. Andlisis NMDS de las especies de hormigas depredadoras de
Spodoptera frugiperda segun el tratamiento. Las areas sombreadas indican la
distribucion de las comunidades de hormigas en parcelas tratadas (naranja) y no
tratadas (azul), mostrando la superposicién entre ambos grupos. Los nombres de

las especies mas representativas se indican en rojo.

La Tabla 1, del analisis SIMPER, muestra que E. ruidum y S. geminata son las

especies de hormigas que mas contribuyen a las diferencias entre parcelas
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tratadas y no tratadas en términos de depredacion de larvas de S. frugiperda. La
contribucion porcentual de E. ruidum fue del 36,3% a la disimilitud total, con efecto
altamente significativo (p=0,001), mientras que la de S. geminata fue del 27,9%
también significativo (p=0,050). O. bauri y Pheidole sp.2 también mostraron
contribuciones significativas, aunque menores. Las otras especies listadas no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. El
analisis de patrones multinivel para las especies de hormigas capturadas
depredando larvas de S. frugiperda revelé que en las parcelas control, E. ruidum
(stat=0,906, p=0,001) y O. bauri (stat=0,500, p=0,003) estan significativamente
asociadas con la depredacion. En contraste, en las parcelas tratadas con
tiametoxam, no se identificaron especies asociadas con la depredacién, lo que
sugiere un posible impacto negativo del tratamiento en la actividad de las
hormigas depredadoras.

Tabla 1. Andlisis SIMPER de la contribucion de especies de hormigas a las

diferencias en depredacion de Spodoptera frugiperda entre parcelas tratadas y no

tratadas

Especie Promedio Desviaciéon Relacién Media Media % p- Significancia
estandar Tratamiento Control acumulado valor

Ectatomma 0,20905 0,14572 141,340 0,45000 285,000 36,3% 0,001 ***

ruidum

Solenopsis 0,15859  0,11515 136,810 355,000 280,000 64,2% 0,050 *

geminata

Pheidole sp1 0,07740  0,08192 0,94660 0,95000 0,35000 77,9% 0,248

Odontomachus 0,05344  0,08643 0,61830 0,15000 0,50000 87,3% 0,034 *

bauri

Odontomachus 0,03419  0,06605 0,51830 0,25000 0,25000 93,3% 0,962

erythrocephalus

Solenopsis sp.2 0,03312 0,05768 0,57420 0,25000 0,20000 99,2% 0,752

Pheidole sp.2  0,00480  0,02113 0,22720 0,00000 0,05000 100% 0,002 **
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Discusion

En el presente estudio, se evaluaron los efectos potenciales del uso como cobertor
de semillas de maiz del neonicotinoide (tiametoxam) sobre la mirmecofauna del
cultivo y su funcién como agentes de control. Nuestros resultados no encontraron
diferencias en la abundancia y la riqgueza total de hormigas entre parcelas tratadas
y no tratadas, mas si se encontraron diferencias significativas entre las dos
localidades (Candelaria y El Cerrito), asi como a lo largo del tiempo, lo que sugiere
gue factores locales y temporales juegan un papel importante en la dinAmica de
las comunidades de hormigas. El hecho de que no se observe un efecto directo
del tratamiento con tiametoxam sobre la abundancia y rigueza de hormigas podria
indicar que el insecticida no afecta significativamente a todas las especies de

hormigas de manera uniforme.

Al hacer un analisis mas detallado de las especies individuales muestra cambios
en la composicion de las comunidades de hormigas depredadoras entre parcelas
tratadas y no tratadas, lo cual es crucial para entender su funcion ecoldgica en el
control biologico. El analisis de la abundancia de especies especificas revelo
tendencias interesantes que merecen una discusion detallada. En Candelaria, S.
geminata mostré una mayor abundancia en parcelas tratadas, aunque esta
diferencia no fue significativa. Solenopsis geminata es conocido por su
comportamiento oportunista y su capacidad para dominar rapidamente los
ambientes perturbados (Risch & Carroll, 1982b; Wetterer, 2011; Tschinkel, 2013).
La mayor abundancia en parcelas tratadas podria ser un indicio de que el
tiametoxam esta reduciendo la competencia de otras especies, al permitir que S.
geminata se expanda, lo que coincide con estudios que sugieren que los cambios
en la comunidad debido a pesticidas pueden favorecer a especies invasoras o

generalistas (Holway et al., 2002).

En el mismo sentido, se observa que Wasmannia auropunctata, especie
generalista, que compite con fuerte impacto negativo en las comunidades, mostré

una ligera disminucién en su abundancia en parcelas tratadas en ambos sitios.
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Esta tendencia, aunque no significativa, es relevante dado que esta especie es
conocida por su capacidad de alterar significativamente las comunidades de
hormigas y otros artropodos donde ella se establece (Clark et al., 1982). Si bien la
disminucion observada podria sugerir una cierta sensibilidad al tiametoxam, la
falta de significancia estadistica indica que los efectos podrian ser contextuales o

requerir un mayor tiempo de exposicion para manifestarse plenamente.

El hecho que la herbivoria fue significativamente mayor en parcelas no tratadas en
comparacién con las tratadas en varias ocasiones durante el experimento podria
interpretarse como un efecto positivo del tiametoxam en la reduccion de la
herbivoria, posiblemente debido a su accién insecticida directa sobre S.
frugiperda, Dalbulus maidis y otros insectos herbivoros. Sin embargo, es
importante considerar las interacciones complejas que ocurren en el
agroecosistema (Vandermeer et al., 2019). Las correlaciones encontradas entre la
herbivoria y la abundancia/riqueza de hormigas sugieren que la presencia y la
diversidad de hormigas podrian estar influyendo en la herbivoria de forma

indirecta.

Conforme a los resultados, se observa un patrén similar al identificado en otros
grupos de artropodos frente a presas expuestas, como el cambio en sus
preferencias de forrajeo al ser alimentados con babosas que consumieron cultivos
tratados con tiametoxam (Douglas et al., 2015). Este fendmeno también ha sido
documentado en estudios sobre hormigas (Jung et al., 2018; Mdller et al., 2019),
donde se reporta una modificacion en su comportamiento al consumir presas con
exposicion previa a neonicotinoides. Esto representa una amenaza para
depredadores no objetivo, como las hormigas, ya que la interferencia en el control
bioldgico podria facilitar el resurgimiento de plagas (Kilpatrick et al., 2005; Peck &
Olmstead, 2010; Straub et al., 2020).

Los resultados sugieren que el tratamiento con tiametoxam puede estar
reduciendo la eficacia de algunas hormigas como agentes de control bioldgico de

S. frugiperda. Es posible que esta reduccion sea el resultado de efectos subletales
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del insecticida sobre las hormigas depredadoras, al afectar su comportamiento,
forrajeo, o capacidad de caza, lo cual es consistente con investigaciones que han
documentado efectos adversos de los neonicotinoides sobre la fauna benéfica no
objetivo (Leslie et al., 2010; Douglas et al., 2015; Jung et al., 2018; Mduller et al.,
2019).

En el analisis SIMPER mientras que E. ruidum y O. bauri mostraron una reduccion
significativa en su actividad depredadora en parcelas tratadas, S. geminata parece
mantener, incluso aumentar, su actividad en presencia de tiametoxam. Estos
hallazgos sugieren que el tratamiento impacta de manera diferencial, posiblemente
debido a cambios en las dinamicas de competicion o comportamiento entre las
especies de hormigas, coincidiendo con resultados de otros estudios (Jung et al.,
2018; Mdiller et al., 2019).

Los efectos de los neonicotinoides y las interacciones con otros factores de estrés
son complejos y dificiles de discernir, por lo que aun se conoce poco sobre coOmo
la contaminacion ambiental generalizada con estos compuestos afecta a las
comunidades de hormigas. Aunque los neonicotinoides pueden ser utiles para
manejar plagas e invasoras, no deben ignorarse sus potenciales efectos o

consecuencias negativas.

El que se presenten efectos subletales a concentraciones controladas en el campo
podria poner en riesgo los servicios ecoldgicos que las hormigas brindan. Los
efectos no deseados de la contaminacion ambiental con neonicotinoides sobre
hormigas no objetivo son preocupantes y podrian tener implicaciones significativas
a largo plazo. Las lagunas de conocimiento actuales exigen investigacion desde
los efectos a nivel celular y tisular hasta los impactos en individuos, castas,

colonias y poblaciones.

Por lo tanto, sin desconocer la relevancia de otras taxa, es fundamental mejorar
las evaluaciones futuras del riesgo ecoldgico de los neonicotinoides, incorporando
a las hormigas como indicadores clave de artrépodos del suelo; establecer los
efectos de la exposicidn tanto aguda como cronica; las interacciones entre

factores de estrés; y los impactos sobre la "fitness", que es crucial para la
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dinamica de las poblaciones. Asimismo, se deben promover practicas agricolas
mas sostenibles para evitar mayores dafios a los ecosistemas y, en consecuencia,

a la seguridad alimentaria y el bienestar humano.

Conclusiones

En general, los resultados del estudio sugieren que, aunque el uso profilactico de
tiametoxam como tratamiento de semillas reduce la herbivoria por insectos plaga
en parcelas de maiz, también puede tener efectos negativos diferenciales sobre la
mirmecofauna y su funcion como agente de control biolégico. Esto plantea
preguntas importantes sobre la sostenibilidad del uso de neonicotinoides en
agroecosistemas donde los servicios de control biolégico proporcionados por las
hormigas son valiosos. Se recomienda evaluar alternativas de manejo integrado
de plagas que minimicen el impacto sobre los enemigos naturales y maximicen la
eficacia del control biolégico en combinacion con otras practicas agricolas

sostenibles.
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Anexos Capitulo 1

Tabla Al. Listado de especies capturadas en los dos sitios de muestreo para cada
tratamiento para las dos localidades.

Especies Capturadas Localidad Tratamiento
Candelaria Cerrito Tiametoxam Control

Acropyga goeldii X X X
Anochetus neglectus X X X X
Apterostigma sp. 1 X X X
Atta cephalotes X X X X
Azteca velox X X X
Brachymyrmex bruchi X X X X
Brachymyrmex cordemoyi X X X
Camponotus excisus X X X X
Camponotus JTL-045 Longino X X X X
Camponotus lindiji X X X X
Camponotus novogranadensis X X X X
Camponotus sp. 11 X X X
Cardiocondyla emery X X X X
Cardiocondyla nula X X X X
Cephalotes foliaceus X X X
Cephalotes minutus X X X
Crematogaster crinosa X X X
Crematogaster limata X X X X
Cyphomirmex dixus X X X X
Dorymyrmex brunneus X X X X
Ectatomma ruidum X X X X
Linepithema humile X X X
Linepithema neotropicum X X X
Monomorium floricola X X X X
Nesomyrmex asper X X X
Nesomyrmex pleuriticus X X X
Nylanderia guatemalensis X X X
Nylanderia steinheili X X X
Odontomachus chelifer X X X
Odontomachus bauri X X X
Odontomachus erythrocephalus X X X
Pachycondyla harpax X X X X
Pheidole sp. 1 X X X X
Pheidole sp. 13 X X X
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Pheidole sp. 18
Pheidole sp. 20
Pheidole sp. 4

Pheidole sp. 5
Pseudomyrmex elongatus
Pseudomyrmex gracilis
Pseudomyrmex lisus
Solenopsis altinodis
Solenopsis bicolor
Solenopsis geminata
Solenopsis virulens
Tapinoma sp. 1
Temnothorax subditivus
Tetramorium bicarinatum
Tetramorium simillimum

Wasmannia auropunctata

X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabla A2. Cantidad de eventos de depredacion de Spodoptera frugiperda para

cada especie para las dos localidades.

Sitio Tratamiento  Parcela Ectqtomma Odontomachus Odontomachus Pheidole Pheidole Solenlopsis Solenopsis
ruidum bauri erythrocephalus spl sp2 geminata sp2
Candelaria  Tiametoxam 1 0 0 0 2 0 4 0
Candelaria  Tiametoxam 2 2 0 0 1 0 4 0
Candelaria  Tiametoxam 3 0 0 0 0 0 5 0
Candelaria  Tiametoxam 4 0 0 3 0 0 4 0
Candelaria  Tiametoxam 5 0 0 0 4 0 3 0
Candelaria  Tiametoxam 6 0 0 0 0 0 5 0
Candelaria  Tiametoxam 7 0 0 0 0 0 3 2
Candelaria  Tiametoxam 8 0 0 0 1 0 5 0
Candelaria  Tiametoxam 9 0 0 2 1 0 3 0
Candelaria  Tiametoxam 10 0 0 0 0 0 4 0
Candelaria  Control 11 2 0 0 0 0 9 0
Candelaria  Control 12 7 0 0 0 0 1 0
Candelaria  Control 13 2 0 2 1 0 3 0
Candelaria  Control 14 4 0 0 0 0 3 0
Candelaria  Control 15 6 0 2 0 0 1 0
Candelaria  Control 16 0 0 1 1 1 2 0
Candelaria  Control 17 2 0 0 0 0 6 0
Candelaria  Control 18 4 0 0 0 0 4 2
Candelaria  Control 19 1 0 0 0 0 3 2
Candelaria  Control 20 7 0 0 1 0 1 0
Cerrito Tiametoxam 1 0 0 0 0 0 4 1
Cerrito Tiametoxam 2 0 2 0 0 0 6 0
Cerrito Tiametoxam 3 4 0 0 0 0 2 0
Cerrito Tiametoxam 4 0 0 0 2 0 3 0
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Cerrito Tiametoxam 5 0 0 0 1 0 6 0
Cerrito Tiametoxam 6 0 1 0 0 0 4 0
Cerrito Tiametoxam 7 2 0 0 3 0 2 0
Cerrito Tiametoxam 8 1 0 0 0 0 2 0
Cerrito Tiametoxam 9 0 0 0 2 0 2 1
Cerrito Tiametoxam 10 0 0 0 2 0 0 1
Cerrito Control 1 1 3 0 0 0 3 0
Cerrito Control 12 1 3 0 0 0 1 0
Cerrito Control 13 2 2 0 0 0 1 0
Cerrito Control 14 4 0 0 0 0 2 0
Cerrito Control 15 3 0 0 1 0 1 0
Cerrito Control 16 2 1 0 0 0 4 0
Cerrito Control 17 4 0 0 0 0 2 0
Cerrito Control 18 3 0 0 0 0 3 0
Cerrito Control 19 1 1 0 1 0 3 0
Cerrito Control 20 1 1 0 2 0 3 0

66 14 10 26 1 127 9

Total, de eventos de depredacién
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CAPITULO 2:

Efecto “knockdown” del tiametoxam sobre Ectatomma ruidum sp.2

(Hymenoptera: Formicidae: Ectatomminae)

Resumen

El uso profilactico generalizado de insecticidas neonicotinoides tiene un impacto
negativo en los artropodos benéficos no blanco. Sin embargo, se desconocen los
posibles efectos de la exposicidén en los organismos que habitan en el suelo,
especialmente, sobre los comportamientos en las hormigas en los sistemas
agricolas tropicales. Dada la importancia que a nivel de ecosistema presentan las
hormigas, este estudio evaluo los efectos de una exposicion unica al
neonicotinoide tiametoxam en colonias de la hormiga Ectatomma ruidum sp.2,
especie cazadora comunmente presente en los cultivos de maiz. Se empled una
solucion preparada con agua azucarada y una concentracion de 1,0 ug/mL de
tiametoxam simulando una concentracion baja encontrada en los productos de
gutacion de la planta. Este recurso es monopolizado por la hormiga cuando se
encuentra presente en el cultivo, siendo entonces un posible mecanismo de
exposicion. Para evaluar sus potenciales efectos, en laboratorio, se tomaron veinte
colonias con sesenta individuos cada una, seleccionandose aleatoriamente diez
colonias expuestas al producto y diez como control y, en ambos grupos, se evaluo
la mortalidad. Ademas, diariamente, se grabaron los comportamientos de
acicalamiento, agresividad y espasmos. En videos se grabaron los cinco dias
previos a la Unica exposicion y los 10 dias posteriores a ésta. Las colonias no
presentaron diferencias en la fase previa a la exposicion, diferenciandose sus
tasas de mortalidad después de la fecha de la Unica exposicién siendo mayor en
las colonias expuestas. De los comportamientos registrados, se encontraron
diferencias en la actividad de las obreras en el ultimo dia y en los de movimientos
involuntarios que se presentaron, en mayor proporcion, en individuos de las

colonias expuestas. Nuestros datos revelan impactos a corto y mediano plazo de
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los neonicotinoides en las hormigas cazadoras. Se presume que efectos similares

pueden operar en otros organismos benéficos de los cultivos tropicales.

Palabras claves: Ectatomma ruidum sp.2, tiametoxam, neonicotinoides,

mortalidad, efectos sub-letales.

Abstract

Widespread prophylactic use of neonicotinoid insecticides has a negative impact
on non-target beneficial arthropods. However, the potential effects of exposure on
soil-dwelling organisms, especially on ant behaviors in tropical agricultural
systems, are unknown. Given the ecosystem-level importance of ants, this study
evaluated the effects of a single exposure to the neonicotinoid thiamethoxam on
colonies of the ant Ectatomma ruidum sp.2, a hunter species commonly found in
maize crops. A solution prepared with sugar water and a concentration of 1.0
pg/mL of thiamethoxam was used, simulating a low concentration found in the
plant's gestation products. This resource is monopolized by the ant when present
in the crop, thus being a possible mechanism of exposure. To evaluate its potential
effects, twenty colonies with sixty individuals each were taken in the laboratory, ten
colonies exposed to the product and ten as controls were randomly selected and,
in both groups, mortality was evaluated. In addition, preening, aggressiveness and
spasm behaviors were recorded daily. The five days prior to the single exposure
and the 10 days after the single exposure were videotaped. The colonies did not
show differences in the pre-exposure phase, but their mortality rates differed after
the date of the single exposure, being higher in the exposed colonies. Of the
behaviors recorded, differences were found in the activity of the workers on the last
day and in involuntary movements, which occurred in a greater proportion in
individuals from the exposed colonies. Our data reveal short- and medium-term
impacts of neonicotinoids on hunter ants. It is presumed that similar effects may

operate on other beneficial organisms of tropical crops.
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Keywords: Ectatomma ruidum sp.2, thiamethoxam, neonicotinoids, mortality, sub-
lethal effects.

Introduccidén

Desde finales de la década de los 90, dada su versatilidad (son sistémicos) y
potencia (actlan sobre masticadores, perforadores y succionadores), el empleo de
los neonicotinoides, insecticidas sintetizados a partir de la nicotina, son
considerados una alternativa segura para el medio ambiente y la salud humana y
animal, en comparacion de otros plaguicidas del mercado (Jeschke et al., 2011).
En particular, dentro de los neonicotinoides, el tiametoxam ha demostrado ser una
herramienta esencial en la proteccion de cultivos, debido a su capacidad para ser
absorbido y translocado por toda la planta, proporcionando una defensa efectiva y
duradera contra diversas plagas agricolas (Elbert et al., 2008; Maienfisch et al.,
2001). Este insecticida actua sobre el sistema nervioso central de los insectos,
provoca pardalisis y muerte al unirse a los receptores nicotinicos de acetilcolina
(Jeschke et al., 2011). Su uso se ha extendido a nivel mundial, siendo aplicado en
cultivos de cereales, frutas, hortalizas y, de manera destacada, en el cultivo de
maiz (Elbert et al., 2008; Tapparo et al., 2011; Mortl et al., 2017; Mortl et al., 2020).
La razon principal de su popularidad radica en su accion sistémica, lo que permite
su distribucion uniforme dentro de la planta, proporcionando una proteccion
prolongada contra plagas masticadoras y succionadoras (Maienfisch et al., 2001;
Elbert et al., 2008).

En consecuencia, el tiametoxam es uno de los neonicotinoides mas utilizados a
nivel mundial en la agricultura, y su aplicacién en el cultivo de maiz es
particularmente destacada. En 2018, se estimd que mas del 50% de las semillas
de esta planta sembradas en los Estados Unidos estaban tratadas con este
producto (Simon-Delso et al., 2015). En Europa, antes de su prohibicion por la

EFSA en 2018, su uso fue también significativo para el cultivo de maiz (Bass et al.,
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2015) y en Latinoamérica, es un componente esencial en la produccién de este
cultivo, entre otros (Cabrera Walsh et al., 2020; Casmuz et al., 2022). En esta
region se ha adoptado ampliamente el tratamiento de semillas y aplicaciones
foliares debido a la alta prevalencia de plagas como Dalbulus maidis y Diabrotica
spp. (Cabrera Walsh et al., 2020; Casmuz et al., 2022).

Un aspecto particularmente relevante es la evidencia de la presencia de
tiametoxam en los productos de gutacion de las plantas de maiz (Tapparo et al.,
2011; Mortl et al., 2017; Mortl et al., 2020). La gutacién, es un fenémeno natural
gue se observa en una amplia gama de especies vegetales (Bugbee & Koerner,
2002; Singh & Singh, 2013), representado por las gotas de agua que se exudan de
tejidos secretores especificos (hidatodos) situados a lo largo de los margenes y las
puntas de las hojas en respuesta a la presion de las raices o0 a condiciones de
exceso de agua (Katsuhara et al., 2008; Duby & Boutry, 2009). Esta exudacion de
gotas de agua en los margenes y puntas de las hojas arrastra los metabolitos de
productos insecticidas y se ha identificado como una via de exposicion, no
intencionada, para insectos no objetivo de control (Girolami et al., 2009; Bonmatin
et al., 2015).

En recientes estudios se aporta evidencia de que estos compuestos son dafiinos
para los insectos no blanco, en particular sobre insectos sociales como son las
abejas al alterar sus dinamicas de forrajeo, sus capacidades cognitivas o la
respuesta inmune, el desarrollo, la fertilidad, el comportamiento y/o la mortalidad
de las colonias (Girolami et al., 2009; Tapparo et al., 2011; Pisa et al., 2015; Wood
& Goulson, 2017; Mengoni & Farina, 2018). Cabe resaltar que la mayoria de las
investigaciones se ha dirigido a este grupo de polinizadores, pero, relativamente,
poco se ha estudiado en otros grupos de insectos sociales como son las hormigas
(Schlappi et al., 2020; Pohl et al., 2024). Estas se destacan por prestar servicios

ecosistémicos esenciales como el control bioldgico y el reciclaje de nutrientes
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(Holldobler & Wilson, 1990; Del Toro et al., 2012; Offenberg, 2015; Pohl et al.,
2024).

Los estudios en el tema de los neonicotinoides realizados en hormigas se han
enfocado en evaluaciones de eficacia en el control de aquellas especies plaga
(Tollerup et al., 2004, Blight et al., 2011; Buczkowski et al., 2014; Nondillo et al.,
2014; Mothapo & Wossler, 2016; Cooper et al., 2019; Li et al., 2019; Wang et al.,
2020; Pohl et al., 2024). No obstante, existe poca evidencia de los efectos
subletales y sobre el comportamiento para las hormigas como organismo no
blanco (Schlappi et al., 2020; Schlappi et al., 2021) y se destacan los estudios de
laboratorio en los que se exponen a concentraciones usadas en campo que
proporcionan una visibn mas precisa o ajustada de los potenciales efectos sobre

las hormigas (Galvanho et al., 2013; Schlappi et al., 2021).

Aunque se han realizado trabajos sobre los efectos letales y subletales de las
concentraciones encontradas en las gotas producto de la gutacién en abejas
(Girolami et al., 2009; Tapparo et al., 2011), la informacién de posibles efectos
mediante este tipo de exposicién en hormigas es casi inexistente. Por lo tanto, el
presente trabajo tuvo como objetivo determinar si una dosis Unica del
neonicotinoide tiametoxam con la concentracion minima encontrada en los
productos de gutacion del maiz afectan la sobrevivencia y el comportamiento de
una especie no blanco, la hormiga Ectatomma ruidum sp.2, tanto en los estadios
adulto como larvales. E. ruidum sp.2 es una especie cazadora generalista que
también forrajea sobre nectarios extra florales y secreciones azucaradas,

ampliamente distribuida en Centro y Sur América.

Hipo6tesis general

La exposicidén a una dosis Unica del neonico tiametoxam, en la concentracion

encontrada en los productos de gutacion del maiz, afectara la sobrevivencia y
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comportamiento, tanto en estadio adulto como larval de la hormiga cazadora,

Ectatomma ruidum sp.2.

Hipo6tesis especificas

1. El comportamiento de las obreras de Ectatomma ruidum sp.2 varia acorde a la
exposicion o no de las colonias a una dosis Unica de tiametoxam con la

concentracion encontrada en los productos de gutacion del maiz.

2. La sobrevivencia de las larvas y adultos de la hormiga no blanco Ectatomma
ruidum sp.2 varia acorde a la exposicion o no de las colonias a una dosis Unica de
tiametoxam con la concentracion encontrada en los productos de gutacién del

maiz.

Objetivo general

Analizar la supervivencia y el comportamiento en los estadios larval y adulto de
Ectatomma ruidum sp.2, a la exposicion o no de las colonias a una dosis Unica de
tiametoxam con la concentracién encontrada en los productos de gutacion del

maiz.

Objetivos especificos

1. Analizar el efecto de una exposicion unica del tiametoxam en el comportamiento
(actividad, acicalamiento y movimiento voluntario) de adultos de Ectatomma
ruidum sp 2.

2. Analizar el efecto de una exposicidén Unica del tiametoxam en la sobrevivencia

de larvas y adultos de Ectatomma ruidum sp 2.
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Materiales y métodos

Organismo modelo

Ectatomma ruidum sp.2 (Hymenoptera: Formicidae: Ectatomminae) es una
hormiga cazadora que forma parte de un complejo de especies conocido como
complejo E. ruidum (Roger 1860). Al presente, éste comprende cinco
morfoespecies derivadas: Ectatomma ruidum sp.1, 2, 3-4, y 5, junto con un posible
hibrido entre 2 x 3 (Nettel-Hernanz et al., 2015; Poteaux et al., 2015; Aguilar-
Velasco et al., 2016; Meza-Lazaro et al., 2018). Las especies de este complejo
estan ampliamente distribuidas en una variedad de habitats que incluyen sistemas
agricolas, sabanas y bosques, desde el nivel del mar hasta altitudes de 1500-1600
m (Weber, 1946) y, eventualmente, hasta los 2200 m (Arias-Penna, 2008). El
rango de distribucion latitudinal del complejo se extiende desde los estados de
Jalisco y Nayarit en México (Villalvazo-Palacios et al., 2013) hasta el sureste de
Ecuador y el norte de Brasil en la region del Amazonas (Kugler y Brown, 1982). En
Colombia, se han registrado las morfoespecies E. ruidum sp.1 y sp.2 (Nettel-
Hernanz et al., 2015).

Estas hormigas consumen una amplia variedad de presas, carbohidratos
vegetales, cadaveres de invertebrados y otros animales, asi como semillas
(Lachaud et al., 1984, 1996; Perfecto, 1990; 1991; Passera et al., 1994; Ibarra-
Nufiez et al., 2001; Zelikova y Breed, 2008; Santamaria et al., 2009). Estas
hormigas al aprovechar tanto las presas disponibles en los cultivos, asi como las
secreciones extra florales y productos de gutaciéon disponibles, es un modelo ideal

para los experimentos de fuentes de exposicion indirecta al tiametoxam.
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Colonias de E. ruidum

En la zona rural de La Mancha, Actopan, Veracruz, México (N 19°35'52.1"; O
96°23'17.7") se ubicaron y extrajeron colonias de E. ruidum sp. 2.y se llevaron a
los laboratorios del INECOL en Xalapa, Veracruz, México. Alli fueron mantenidas
para su adaptacion por dos semanas bajo las siguientes condiciones: entre 27—
28°C; 60—-80% de humedad relativa; 12 h: 12 h de ciclo de luz/oscuridad, en
recipientes plasticos de 20 x18 cm (Hora et al., 2005). Durante esta etapa fueron
alimentadas con un 1ml de una solucién de miel/agua en relacion ¥4 y una larva de
Tenebrio monitor de aproximadamente 0,09g. Para los bioensayos se

seleccionaron veinte colonias con 60 obreras, 40 larvas y su respectiva reina.

Experimento de una Unica exposicion

Se uso Cruiser® 350FS (Syngenta) insecticida cuyo ingrediente activo es
tiametoxam, neonicotenoide de amplio espectro aplicado como cobertor de
semillas en maiz. Diez colonias, escogidas de forma aleatoria, recibieron un
tratamiento o una exposicioén Unica de una solucion azucarada con una dosis de
tiametoxam. Las restantes 10 fueron usadas como grupo control, a las cuales solo
se les ofrecié de miel miel/agua en relacion %. En la dosis del tratamiento se
mezclaron 5ml de miel con 20ml de una solucién acuosa que contenia 1,25 pgmi?
de tiametoxam, con una concentracion final del neonicotinoide 1,0 pgml-2. El uso
de dosis bajas del insecticida buscaba simular condiciones subletales (Barbieri et
al., 2013). Se realizaron video diariamente a cada colonia de tres minutos de
duracion captando los siguientes aspectos del comportamiento de las hormigas:
acicalamiento (comportamiento de limpieza), agresion (mordidas o picaduras a
miembros de la colonia), actividad (nimero de obreras activas realizando tareas
del nido al momento de la observacion), movimiento involuntario (movimientos
repetitivos, de patas o gaster). Para asegurarnos que las diferencias observadas
no fuesen atribuibles a diferencias etarias o de salud de las colonias, se revisaron
los datos de comportamiento y mortalidad de colonias cinco dias previos a la

exposicion sin que se revelaran diferencias estadisticamente significativas.
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se registro la sobrevivencia de obreras por cada dia durante 8 dias posterior a la
exposicion. Después de 24 horas de la aplicacion a la dosis Unica del
neonicotinoide, se hizo el cambio de la miel de cada colonia expuesta por miel sin
concentracion del neonicotinoide. Se realizo el andlisis de 840 minutos de
grabacion, registrando el nimero de veces que se presentaron los
comportamientos mencionados anteriormente, resultados listados en el (anexo
A3).

Analisis estadistico

Se emplearon modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) con pruebas de
comparacion multiple de Bonferroni, usando como variable de respuesta la
cantidad de eventos registrados para cada comportamiento. Los analisis se
realizaron con el programa estadistico R (R Development Core Team, 2019)
usando las librerias nlme, car, multcomp, gimmTMB, emmeans y Ime4,

determinando las diferencias estadisticas a un nivel significativo del 5%.

Resultados
A continuacion, se presentan los analisis para los comportamientos que fueron

observados (no se registraron eventos de agresividad intraespecifica).

El GLMM revelo6 diferencias significativas tanto para interaccion dia-tratamiento
(x?= 34,36; p= 0,001) como para los dias (x?= 107,43; p= 2,2e-16) en la actividad
de las obreras de E. ruidum sp.2. La prueba de Bonferroni revel6 que las
diferencias significativas se deben al dia 13 (p= 0,0359) (Figura 8), es decir, las
hormigas expuestas al neonicotinoide tuvieron una tasa de actividad mayor a las

hormigas sin tratamiento.
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Figura 8. Tasa de actividad de obreras de Ectatomma ruidum sp.2 para las
colonias control y las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. Las lineas rojas
muestran el comportamiento de las colonias control y las lineas azules las colonias

expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. El asterisco denota el dia cinco

donde se realizo la exposicion Unica del neonicotinoide.

Para el caso de la tasa de acicalamiento, en el GLMM se detectaron diferencias
significativas para la variable dia (%= 66,68; p= 3,263e-09) pero al realizar los
analisis de Bonferroni para cada dia no se observé ninguna diferencia significativa

entre las hormigas tratadas y el control (Figura 8).
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Figura 9. Tasa de acicalamiento de obreras de Ectatomma ruidum sp.2 para las
colonias control y las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. Las lineas rojas
muestran el comportamiento de las colonias control y las lineas azules las

expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. El asterisco denota el dia cinco

donde se realiz6 la exposicion Unica del neonicotinoide.

En cuanto a la tasa de movimiento involuntario, si bien se obtuvieron diferencias
significativas por la poca cantidad de eventos en el control (un solo evento), este
comportamiento se presenté mayoritariamente en las colonias tratadas y puede

asociarse al tratamiento con tiametoxam (Figura 9).
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Figura 9. Tasa de movimiento involuntario de obreras de Ectatomma ruidum sp.2
para las colonias control y las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. Las
lineas rojas muestran el comportamiento de las colonias control y las lineas azules
las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. El asterisco denota el dia cinco

donde se realiz6 la exposicion Unica del neonicotinoide.

La tasa de sobrevivencia para larvas present6 diferencias significativas respecto
del tratamiento (3= 158,77; p=2,2e-16) como del dia (y?= 1134,56 p=2,2e-16) y la
interaccion dia-tratamiento (3%= 114,60; p=2,2e-16). El andlisis de Bonferroni
mostro6 diferencias entre las colonias tratadas y control desde el dia 7 hasta el 13
(p=0,001) (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de larvas sobrevivientes Ectatomma ruidum sp.2 para las
colonias control y las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. Las lineas rojas
muestran el comportamiento de las colonias control y las lineas azules las colonias

expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. El asterisco denota el dia cinco

donde se realiz6 la exposicion Unica del neonicotinoide.

Por ultimo, se observaron diferencias significativas para la tasa de sobrevivencia
de obreras tanto al respecto del tratamiento (y?= 158,77; p=2,2e-16), como del dia

= 006 p=2,2e- y la interaccion dia-tratamiento (y“= ,00; p=2,2e-10).
(x?=1134,56 p=2,2e-16) y la i ion di [ (x?= 114,60; p=2,2e-16)
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El analisis de Bonferroni mostro diferencias entre las colonias tratadas y control
desde el dia 8 hasta el 13 (p= 0,001) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de obreras sobrevivientes Ectatomma ruidum sp.2 para las
colonias control y las expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. Las lineas rojas
muestran el comportamiento de las colonias control y las lineas azules las colonias
expuestas a una dosis Unica de tiametoxam. El asterisco denota el dia cinco

donde se realiz6 la exposicion Unica del neonicotinoide.
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Discusién

Para evaluar los posibles efectos de una exposicion Unica de tiametoxam sobre
los comportamientos y mortalidad de las colonias de E. ruidum sp.2. Se registraron
mediante video los cambios en los patrones actividad, agresividad, acicalamiento y
movimientos involuntarios. Asi mismo, se registraron la mortalidad de obreras y

larvas dia a dia durante el experimento.

Respecto a los comportamientos y mortalidad evaluados posterior a la exposiciéon
se encontraron diferencias significativas, resultados consistentes con estudios
previos donde se han demostrado los efectos letales y subletales del tiametoxam,
en las hormigas bajo condiciones de laboratorio (Pan et al., 2017; Penn y Dale,
2016; Wang et al.; Wiltz et al., 2010). En contraste, Schlappi et al. (2021)
reportaron que dosis bajas de tiametoxam producian Unicamente efectos
subletales en obreras adultas y larvas sin efectos letales sobre colonias de Lasius
niger, aunque con un efecto a largo plazo en el tamafio de estas. De manera
similar, Penn et al. (2023) no encontraron diferencias de comportamiento y
mortalidad en individuos de Solenopsis invicta a corto plazo, aunque si
encontraron variaciones en la sensibilidad entre especies y contextos de

exposicion.

No se observo un aumento en la agresividad dentro de las colonias expuestas en
este estudio. Sin embargo, investigaciones previas han demostrado que la
exposicion a neonicotinoides puede alterar el comportamiento agresivo de las
hormigas y, en consecuencia, afectar el resultado de sus enfrentamientos
interespecificos alterando la dinamica competitiva entre ambas especies (Barbieri
et al., 2013; Thiel & Kéhler, 2016).

Al analizar el aumento significativo en la tasa de actividad de las hormigas
expuestas al tiametoxam en comparacion con las del control (x?= 34,36; p= 0,001)
destaca la diferencia significativa en especial en el dia 13 (p= 0,0359). Este
incremento en la actividad es consistente con estudios previos que han
documentado hiperactividad en insectos sociales debido a la exposicion a

neonicotinoides (Henry et al., 2012; Tsvetkov et al., 2017). Sin embargo, no se
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observaron diferencias significativas en la tasa de acicalamiento entre las colonias
tratadas y las del control, lo que indica que esta actividad no es afectada
directamente por una Unica exposicion al tiametoxam. En contraste, Galvanho et
al. (2013) registran que las obreras de Acromyrmex subterraneus subterraneus
expuestas al insecticida imidacloprid presentaban mayor nimero de eventos de

acicalamiento que las hormigas no expuestas.

Aungue no se registraron diferencias significativas en la tasa de movimiento
involuntario, se detecté una tendencia a ser mayor en las colonias tratadas. Esto
puede ser un indicativo de la existencia de efectos neurotéxicos subletales como
ha sido observado en otros estudios en abejas y escarabajos (Desneux et al.,
2007; Pisa et al., 2015; Douglas et al., 2015). No obstante, es de recalcar la
mortalidad de obreras en las colonias tratadas que fue significativamente mayor
desde el dia 8 hasta el 13 después de la exposicion (y°= 158,77; p=2,2e-16) como
también la mortalidad larval significativamente mayor en las colonias expuestas
(x?= 158,77; p=2,2e-16). Ambos hechos subrayan el impacto negativo de los
neonicotinoides en los diferentes estadios de desarrollo de las hormigas, lo cual

esta en concordancia con lo reportado por Sanchez-Bayo & Goka (2014).

Nuestros resultados se alinean con diversos trabajos que reportan cambios en el
consumo de alimentos, actividad, agresividad, comportamiento de excavacion y
busqueda de alimento, alteraciones en la locomocién, efectos adversos en el
cuidado de las crias y el crecimiento de la colonia, y una reduccion en el
comportamiento de acicalamiento, lo que puede llevar a una elevada mortalidad
tras la exposicién conjunta con hongos entomopatdégenos (Santos et al., 2007;
Barbieri et al., 2013; Galvanho et al., 2013; Wang et al., 2015; Pan et al., 2017;
Penn & Dale, 2017; Li et al., 2019; Mller et al., 2019; Cramer, 2020). No obstante,
es indispensable ser cautelosos en el alcance y generalizacion de nuestros
resultados, aplicables a la subespecie usada, en la tasa de aplicacion, el
ingrediente activo y la formulacién del producto. Es importante tener presente que
los efectos directos e indirectos de los neonicos, asi como las interacciones entre

factores estresantes, son notoriamente dificiles de desentrafiar. En consecuencia,
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los impactos de la contaminacion ambiental generalizada con neonicos sobre las
comunidades de hormigas siguen siendo poco conocidos. Si se usan
adecuadamente, los neonicos representan una herramienta invaluable en el
combate de plagas y hormigas invasoras, sin desdefiar las consecuencias
negativas sobre el entorno. A nivel global, la escala del problema y el nimero de
especies potencialmente amenazadas son preocupantes. Incluso a
concentraciones minimas en el campo, se pueden detectar efectos subletales que
ponen en peligro los servicios ecoldgicos que las hormigas proporcionan (Goulson,
2013; Pisa et al., 2015; Wood & Goulson, 2017).

En sintesis, la afectacion del tiametoxam sobre los adultos y larvas de la hormiga
cazadora Ectatomma ruidum sp.2 es motivo de preocupacion. Estos hallazgos
subrayan la importancia de evaluar cuidadosamente los impactos ambientales de
este insecticida como de otros neonicos. Es necesario implementar estrategias de
manejo integrado de plagas que minimicen los riesgos para la fauna no objetivo en
los agroecosistemas. Las alteraciones observadas en la tasa de actividad, el
movimiento involuntario y la sobrevivencia resaltan la necesidad de adoptar
practicas de manejo mas sostenibles y reevaluar las regulaciones sobre el uso de
estos insecticidas para mitigar sus impactos negativos en la biodiversidad y los

servicios ecosistémicos (Godfray et al., 2014; Tsvetkov et al., 2017).

Conclusiones

El presente estudio demuestra que incluso a bajas concentraciones, tiametoxam
puede generar efectos letales en E. ruidum sp.2, tanto en adultos como en larvas,
al afectar el comportamiento, la actividad y la supervivencia de las colonias. Estos
hallazgos son consistentes con investigaciones previas que reportan efectos
adversos de los neonicotinoides en diversos aspectos de su comportamiento.
Aungue no se observé un aumento significativo en la agresividad intraespecifica ni
en el acicalamiento, el incremento en la mortalidad y los cambios en la tasa de

actividad y el movimiento involuntario subrayan la necesidad de considerar las
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implicaciones ecoldgicas de estos efectos subletales. Es fundamental revisar el
uso de estos pesticidas en practicas agricolas, debido a sus posibles impactos
negativos en los servicios ecosistémicos proporcionados por especies no objetivo

como la hormiga cazadora E. ruidum sp.2.
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Anexos Capitulo 2

Tabla A3. Efecto del Tiametoxam en la Mortalidad, Actividad y Comportamiento de
Obreras de Ectatomma ruidum sp.2

Colonia Tratamiento Dia Obreras Numerode Numero Numero Numerode Numerode Numero de
muertas obreras de de registros registros de registros de
pordia vivas obreras obreras de acicalamiento movimientos

activas inactivas agresion involuntarios

1 Control 0 0 50 20 30 0 3 0

1 Control 1 0 50 16 34 0 2 0

1 Control 2 0 50 16 34 0 3 0

1 Control 3 0 50 23 27 0 4 0

1 Control 4 1 50 15 35 0 2 0

1 Control 5 1 49 17 32 0 2 0

1 Control 6 1 48 16 32 0 2 0

1 Control 7 2 47 23 24 0 3 0

1 Control 8 0 45 15 30 0 4 0

1 Control 9 0 45 18 27 0 2 0

4 Control 0 0 50 28 22 0 2 0

4 Control 1 0 50 29 21 0 2 0

4 Control 2 2 50 20 30 0 4 0

4 Control 3 1 50 24 26 0 2 0

4 Control 4 1 50 27 23 0 3 0

4 Control 5 2 50 22 28 0 6 0

4 Control 6 1 50 24 26 0 3 0

4 Control 7 3 50 24 26 0 5 0

4 Control 8 1 50 19 31 0 2 0

4 Control 9 1 50 19 31 0 5 0

6 Control 0 0 50 14 36 0 2 0

6 Control 1 0 50 15 35 0 1 0

6 Control 2 0 50 15 35 0 3 0

6 Control 3 0 50 13 37 0 2 0

6 Control 4 1 50 17 33 0 2 0

6 Control 5 0 50 30 20 0 4 0

6 Control 6 0 50 22 28 0 9 0

6 Control 7 3 50 20 30 0 5 0

6 Control 8 2 50 17 33 0 0 0

6 Control 9 6 50 22 28 0 2 3

8 Control 0 0 50 20 30 0 2 0

8 Control 1 0 50 21 29 0 1 0

8 Control 2 1 50 16 34 0 2 0

8 Control 3 2 50 13 37 0 3 0

8 Control 4 0 50 17 33 0 1 0

8 Control 5 0 50 15 35 0 1 0

8 Control 6 3 50 17 33 0 2 0

8 Control 7 1 50 18 32 0 5 0

8 Control 8 1 50 24 26 0 0 0

8 Control 9 0 50 20 30 0 5 0

9 Control 0 0 50 14 36 0 3 0

9 Control 1 0 50 13 37 0 1 0

9 Control 2 0 50 13 37 0 2 0

9 Control 3 0 50 15 35 0 4 0

9 Control 4 0 50 19 31 0 4 0
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DISCUSION GENERAL

Las hormigas son importantes agentes de servicios en los agroecosistemas,
donde pueden influir significativamente en la produccion agricola y el rendimiento
a través de interacciones con otros organismos. Al regular a los insectos que
dafan los cultivos y polinizar ocasionalmente las flores, las hormigas prestan
funciones ecoldgicas (Sankovitz et al., 2024). La presente investigacion
proporciona una evaluacion de los efectos del uso profilactico de tiametoxam en
semillas de maiz sobre la mirmecofauna local y su funcion como agentes de
control biolégico en un agroecosistema tropical de maiz. Los resultados son
consistentes con estudios previos que destacan los efectos negativos de los
neonicotinoides sobre insectos no objetivo, incluyendo los impactos subletales y
letales en diversas especies de artropodos benéficos (Leslie et al., 2010;
Whitehorn et al., 2012; Douglas & Tooker, 2015; Douglas et al., 2015; Penn et al.,
2023).

En el experimento de campo nuestros resultados indican que no existen
diferencias significativas en la composicion y abundancia de las comunidades de
hormigas entre parcelas tratadas y no tratadas con tiametoxam. Estos resultados
se alienan con los encontrados por Leslie et al. (2010), en cultivo de maiz donde la
rigueza y abundancia de coleodpteros, no se ve afectada por el tratamiento de
semillas con tiametoxam. Ademas, nuestro hallazgo es consistente con el estudio
de Zelikova & Breed (2008) en el que sugieren que la composicion de las
comunidades de hormigas puede ser resiliente a perturbaciones quimicas en el
corto plazo. Esta ausencia de efecto podria estar relacionada con la variabilidad
temporal y espacial observada, asi como con la capacidad de algunas especies

para tolerar o evitar la exposicién al insecticida (Kdhler y Triebskorn, 2013).
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Sin embargo, es importante destacar que, aunque la abundancia general de
hormigas no fue afectada, se observaron diferencias significativas en la
depredacion de larvas de Spodoptera frugiperda entre parcelas tratadas y control
(no tratadas), lo que sugiere que el tiametoxam podria estar afectando
selectivamente a ciertas especies o alterando sus patrones de actividad (Heil,
2015). Esto es particularmente relevante considerando el papel crucial que juegan
las hormigas en el control bioldgico de plagas en estos sistemas (Perfecto, 1991;
Way & Khoo, 1992).

El analisis de depredacion de larvas de S. frugiperda revela que las parcelas no
tratadas con tiametoxam experimentaron niveles significativamente mas altos de
depredacion (p = 0,003). La mayor contribucion a esta diferencia se debe a las
especies de hormigas Ectatomma ruidum y Solenopsis geminata. Estos resultados
coinciden con investigaciones anteriores que identifican a E. ruidum como una
especie clave en la regulacion de poblaciones de insectos plaga en cultivos
tropicales (Perfecto, 1990; 1991; Santamaria et al., 2009)). La menor depredacion
observada en parcelas tratadas podria atribuirse a efectos subletales del
tiametoxam que alteran el comportamiento depredador, al reducir la eficacia del
control biologico natural (Frizzi et al., 2022). Ademas, la asociacion predominante
de E. ruidum y Odontomachus bauri con parcelas no tratadas refuerza la idea de
gue el uso de neonicotinoides puede tener efectos diferenciados entre especies,
afectando tanto su presencia como su funcién ecolégica (Mineau y Whiteside,
2013). Estos hallazgos subrayan la necesidad de reconsiderar el uso profilactico
de insecticidas en cultivos, ya que podrian estar comprometiendo los servicios
ecosistémicos que ofrecen las hormigas como depredadoras naturales (Risch y
Carroll, 1982; Kremen et al., 2002).

Nuestros resultados a la exposicion de colonias de Ectatomma ruidum sp.2 a una
solucion azucarada con tiametoxam resultd en alteraciones significativas del

comportamiento, como un aumento de actividad de las obreras, asi como la
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aparicion de movimientos involuntarios. Estos cambios son indicativos de efectos
neurotéxicos mediados por la exposicion a neonicotinoides, como se ha
documentado en los estudios de Douglas et al. (2015), donde carabidos
alimentados por presas contaminadas con tiametoxam mostraron movilidad
alterada. Asi mismo, efectos similares han sido reportados en hormigas. Por
ejemplo, en Tetramorium caespitum, se observo el aumento de la mortalidad y una
alteracion de la locomocion sin pérdida del comportamiento de caza tras la
exposicion a imidacloprid (Penn y Dale, 2017). En otras especies de hormigas
(Pogonomyrmex occidentalis, Lasius niger, Lasius flavus), también se observo que
el imidacloprid altera los rasgos comportamentales (forrajeo, construccion de
nidos, comportamiento competitivo) en concentraciones ambientalmente
relevantes bajo exposicion experimental (Thiel y Kohler, 2016; Sappington, 2018).
Es de resaltar el efecto letal sobre las colonias de E. ruidum sp.2, particularmente,
preocupante dado que esta especie desempeiia un papel clave como depredadora
de insectos plaga en cultivos de maiz (Perfecto, 1991; Wyckhuys, & O'Neil, 2007).

Los resultados del presente estudio sugieren que el uso profilactico de tiametoxam
en semillas de maiz puede tener consecuencias negativas significativas para la
mirmecofauna y su funcion ecolégica. Al reducir la eficacia del control biolégico de
plagas proporcionado por especies como E. ruidum y O. bauri, se pueden
comprometer tanto la estabilidad de los agroecosistemas como la sostenibilidad de
las préacticas agricolas (Losey y Vaughan, 2006; Naranjo et al., 2015). Ademas, la
alteracion del comportamiento y la mortalidad en otras especies de hormigas
podria tener efectos en cascada sobre la estructura y la funcion de las
comunidades de insectos benéficos en general (Whitehorn et al., 2012; Lundgren
et al., 2013), promoviendo un circulo vicioso de dependencia creciente en el uso

de plaguicidas (Douglas et al., 2015; Tooker et al., 2017).

Los efectos observados en la mirmecofauna, tanto en su labor como agentes de

control, como en su comportamiento y supervivencia ejemplificado en las pruebas
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de laboratorio con colonias de E. ruidum sp.2 resaltan la necesidad de desarrollar
estrategias de manejo integrado de plagas (MIP) que minimicen el uso de
neonicotinoides y fomenten la conservacion de los insectos benéficos (Roubos et
al., 2014; Moscardini et al., 2015).

Aunque este estudio proporciona evidencia valiosa sobre los efectos del
tiametoxam en hormigas tropicales, es importante reconocer ciertas limitaciones.
La escala temporal de los experimentos de campo puede no haber capturado
plenamente los efectos acumulativos o cronicos del insecticida. Asimismo, se
recomienda realizar estudios de laboratorio adicionales que evalien una gama
mas amplia de concentraciones de tiametoxam y que incluyan otras especies de
hormigas para obtener una vision mas completa de los efectos ecologicos de

estos insecticidas (Frank & Tooker, 2020).

CONCLUSIONES GENERALES

Este estudio evaluo el impacto del uso profilactico del neonicotinoide tiametoxam
como tratamiento de semillas sobre la mirmecofauna y su funcion ecologica en el
control biologico de plagas en cultivos de maiz. Los resultados indicaron que,
aunque la abundancia y rigueza de hormigas no son afectadas directamente, si se
compromete su papel como agentes bioldgicos de control de plagas que se
evidencia en las parcelas tratadas con tiametoxam que presentaron una menor
depredacion de larvas de Spodoptera frugiperda, ejercido por Ectatomma ruidum y

Odontomachus bauri, especies clave en el agroecosistema

Se destaca el potencial impacto negativo del tiametoxam sobre la mirmecofauna.
La exposicién al tiametoxam a través de una solucion azucarada causo

alteraciones significativas en el comportamiento de las colonias de Ectatomma
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ruidum sp.2, asi como mortalidad total de las obreras y larvas expuestas, lo que

compromete su rol ecolégico y agrondmico en los sistemas de cultivo de maiz.

En resumen, se recomienda reconsiderar, en lo posible evitar, el uso de
tiametoxam en practicas de manejo integrado de plagas y explorar alternativas
gue promuevan la conservacion de la mirmecofauna y maximicen sus beneficios
ecoldgicos. Esto podria incluir la implementacién de estrategias que refuercen el
control biolégico natural, ayudando a mantener un equilibrio en los

agroecosistemas tropicales.
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