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Cultivo de pasto limén (Cymbopogon citratus) (fotos: autores)
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Se realizaron diferentes en-
sayos de campo y de la-
boratorio para valorar la
efectividad de los aceites
esenciales procedentes de
lemongrass (pasto liman),
tomillo, orégano y ajedrea,
en la prevencion y control
de las infecciones de loque
americana (AFB) en colme-
nas pobladas con Apis me-
llifera ligustica.

Los valores de DL, para
las pruebas de toxicidad
aguda oral en abejas adultas
se calcularon comprobando
que los aceites esenciales
no fueran toxicos.

Se disefiaron dos experi-
mentos de campo, durante
dos afos consecutivos, uno
como curativo y el otro como
preventivo. Los tratamientos
se aplicaron con la alimenta-
cion tipo candi y se midid el
tiempo de consumo.

La proteccion contra la in- -

feccion por loque america-
na fue comparada con los
resultados obtenidos usan-
do el antibidtico tilosina
(control de efectividad) y
mediante controles sobre
colmenas a las que se infec-
td con loque americana.
Asimismo, se evalud la re-
currencia de la enfermedad
a lo largo de un afio tras los
tratamientos.

Hasta ahora los resultados
de campo no son conclu-
yentes, dado que las dosifi-
caciones y los métodos de
administracién usados no
han sido los adecuados pa-
ra eliminar completamente
las infecciones por loque
americana. :

Trabajo presentado como
Poster en el XXXVI Congre-
so de Apimondia, Vancou-
ver, Canada.




a loque americana es
la enfermedad bacte-
riana de las abejas
mds seria y estd causa-
da por la bacteria esporula-
da Paenibacillus larvae su-
bespecie larvae. En algunos
paises los antibidticos se
usan generalmente como
una alternativa a la quema de
las colmenas infectadas, con
los riesgos de contamina-
ci6n de la micl y la aparicion
de cepas bacterianas resis-
tentes a los antibidticos.

Los aceites esenciales ex-
traidos a partir de plantas
arométicas han demostrado
gracias a los ensayos in vi-
tro poseer actividad antimi-
crobiana (Calderone et al,
1994). Algunos de ellos se
han utilizado en las colme-
nas para el control del pollo
escayolado (Colin et al,
1989) y de la varroasis (Im-
dorfet al, 1994).

Los objetivos del presente
trabajo han sido:

+ 1. Determinar la toxici-
dad oral aguda de los acei-
tes esenciales sobre las abe-
jas expresada como dosis
letal media (DL,)

* 2. Evaluar la respuesta
de las colmenas infectadas
con loque americana a los
aceites esenciales de tomi-
llo, orégano, lemongrass y
ajedrea.

Materiales y métodos
Aceites esenciales

Se experimentd con aceites
esenciales de tomillo (Thy-
mus vulgaris), pasto limén
—lemongrass— (Cymbopo-
gon citratus), orégano (Ori-
ganum vulgare) y ajedrea
(Satureja hortensis), obte-
nidos a partir de plantas cul-
tivadas en Argentina.

Pruebas de toxicidad oral
aguda en abejas adultas

Para valorar la toxicidad
oral aguda de los aceites
esenciales en las abejas
adultas se recurrié a una
prueba, aleatoria completa-
mente, con 32 tratamientos
y 10 repeticiones. Las dosis
de aceites esenciales, expre-
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Encayos de campo

GRAFICA 1/ valores de no-consumo de candis
en el dia 12 del primer experimento de campo
Gramos
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Tratamientos

sadas en microgramos de
ingrediente activo por abe-
ja (ug i.afabeja), fueron se-
leccionadas de acuerdo con
los métodos habituales en
biologia con el objeto de es-
timar los valores de DL,
(Alippi et al, 1999). Se utili-
z6 dimetoato como téxico
estindar y sacarosa como
control no téxico, preparada
en forma de soluciones de
propilenglicol y sacarosa
en agua. Las estadisticas
usadas fueron los "probit-
analysis" y también los "lo-
git-analysis" (Collett, 1981)
y las correcciones de morta-
lidad de Abbott (ver nota 1).

Primer experimento
de campo.
Tratamiento curativo

Un experimento de campo
se llevé a término en la Pla-
ta (Argentina). Se utilizaron
25 colmenas de abejas ita-
lianas (Apis mellifica ligus-
tica L.). Las colonias esta-
ban formadas por unas
18.000 abejas, 5 cuadros
con cria (3 con cria opercu-
lada y 2 con cria abierta), 2
cuadros con miel y polen y
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3 cuadros con cera estirada.
Las colmenas se distribuye-
ron de forma aleatoria, y en
cada vértice se ubicd una
colmena de bordura para

disminuir el efecto de la de-

riva de abejas. Se efectud el
marcado y corte de alas de
las reinas para evitar el en-
jambrado de la colonia que
normalmente se produce
como consecuencia de la
enfermedad. Las colmenas
fueron inoculadas injertan-
do un trozo de panal de cria
conteniendo 45 £ 5 escamas
de loque en el cuadro cen-
tral de la cdmara de cria
(Alippi et al, 1999). Este
cuadro central (unidad ex-
perimental) fue dividido en
dos dreas, una que contenia
1000 celdas (drea grande) y
otra, concéntrica, con 600
celdas (drea pequeiia).
Luego de 35 dias de efec-
tuada la inoculacién, se
constaté el desarrollo de la
enfermedad a ambos lados
del marco central y en los
adyacentes de los cuadros
laterales. El cuadro de cria
central se colocé en un ca-
nasto técnico para evitar el
desove de la reina y permitir

el acceso de las nodrizas y
limpiadoras, a este momen-
to se lo consideré dia 0 del
experimento.

Esta situacion se mantuvo
durante 22 dias para permi-
tir el nacimiento de toda la
cria, al cabo de los cuales se
introdujo a la reina dentro
del canasto técnico para ob-
tener larvas de edad homo-
génea. Al cabo de 6 dias de
postura (9 semanas de la
inoculacién) se aplicaron
los tratamientos, para lo que
se usé 200 g de candi prepa-
rado con 40 g de miel liqui-
day 160 g de azicar, a los
que se afiadieron los dife-
rentes aceites esenciales en
los-respectivos tratamientos
(5 tratamientos con 5 repe-
ticiones):

1) no tratadas

2) 2 g de ajedrea

3) I gde pasto limén

4) 3 g de orégano

5) 1 g de tomillo

Luego de 15 dias de la co-
locacién de los candis, se
efectud la evaluacién (dia
43 del experimento) sobre
el cuadro de cria central
(unidad experimental), con-
siderando cada lado del
mismo como “unidad de
observacién”.

Tres variables fueron ana-
lizadas por ANOVA: el ni-
mero de celdas con cria sa-
na, el nimero de celdas con
signos de enfermedad y una
relacién entre ambas en ca-
da tipo de drea (grande y pe-
quefia) y en los dos lados
del cuadro (A y X). Cada
candi fue pesado cada quin-
ce dias para determinar el
tiempo de consumo.

Segundo experimento
de campo.
Tratamiento preventivo

Se utilizaron colonias origi-
nadas de paquetes, conte-
niendo 13.000 abejas adul-
tas, 3 cuadros de cria y 2
cuadros de miel y polen.
Las dosis de aceites esen-
ciales utilizadas fueron:

1) 3,6 g de orégano

2) 1,2 g de tomillo

3) 1,8 g. de ajedrea

4) 1,2 g de pasto limén

5) control sin tratamiento
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Ensayos de campo

TABLA 1/ Prirer expetiménto de earmpe euirative: valbres tal hitimeto de Ald4€ Bon t+d 8aha (Hueves, larvas,

_ blipas), Alimerd e 1arVas nfectadas Por Ioque aercah y Felaclon enitd larvis Infectadlas y cria sana

Area grande
Sintomas deloque  Criasana Relacion entre
americana (ambos lados sintomas/
(ambos lados) del marco) cria sana
F 1,57 0,96 1,36
Prob.> F 0,237 0,456 0,295
Media 217,65 1575,60 0,148
Desv. St. 154,17 459,69 0,113
Tratamientos
Ajedrea 114,25 a* 1468,75a 0,080a
Pasto limén 315,75a 1290,00 a 0,218a
Orégano 24175a 1508,75 a 0,197 a
Tomillo 278,20a 1791,20a 0,154a
Testigo 91,67a 1828,67 a 0,063a
* En cada columna los valores seguidos por la misma letra no difieren entre si de forma significativa (o = 0,05)
2 T T T T T T 2 ﬂ T r
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2 EAS i Andlisis de la
E. j §°" variable
§ § porcentaje de
g 2 10 . colmenas
2 ol 4 3 enfermas en
o o
2 8 o5k 4 el segundo
2 »® experimento
S e N decampo
T EEE Y i
'E' s 5 5 8.2 T
St R B Inspeccion
&
Tratamientos
5 T T T T T T 5 T T T T T ! 2
, GRAFICA3/
ab E Anélisis de la
$ a} H | ] § variable nivel
8 : 8 3 : de infeccién
= £ en el segundo
1 ] 3 : experimento
= e decampo
1 d
.1 L 1 i 1 'I- 1 0 1 L i i " :
§. T g g E % 1. 3 Vgl e ;
2 e = é 3 E Inspeccién
Tratamientos .

2001 JULIO-AGOSTO, N° 108 VIDA APICOLA /43



S A N4t

| FRERSESR

—

D
il

NPT

6) 1,5 g de tartrato de tilo-
sina como control de efecti-
vidad.

La aplicacion de las dosis
totales fue divididaen 6
partes, preparando candis
de 70 g (55 g de azicar + 15
g de miel liquida + la co-
rrespondiente parte de pro-
ducto activo). Se hicieron 6
tratamientos (incluyendo
los dos controles) con 5 re-
peticiones por tratamiento.
El primer candi se suminis-
tré en forma “preventiva”
15 dias antes de efectuar la
inoculacién que en este ex-
perimento se realizé con
trozos de panal conteniendo
20 escamas + 5. Cada candi
fue pesado semanalmente
para calcular el tiempo de
consumo y cambiado por
uno nuevo cada quince dias.
El porcentaje de colmenas
infectadas con loque en ca-
da inspeccioén y el nivel de
infeccién, en porcentaje,
fueron anotados y analiza-
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Cuadro afectado de loque
americana (foto: autores)

0s de campo

dos por ANOVA con un
modelo lineal generalizado
y sus promedios compara-
dos con el test de Tuckey. El
nivel de infestacion por lo-
que fue calculado usando
los siguientes criterios:

* Signos de loque no visi-
bles. Valor 0

* De 1 a 10 larvas infecta-
das. Valor 1

» De 11 a 30 larvas infec-
tadas. Valor 2

* De 31 a 100 larvas in-
fectadas. Valor 3

* Mis de 100 larvas infec-
tadas. Valor 4

La recurrencia de la enfer-
medad fue también contro-
lada hasta un afio después
de finalizado el tratamiento.

Resultados
y comentarios

Tests de toxicidad oral
aguda en abejas adultas

Ninguno de los aceites

esenciales probados mostré
toxicidad sobre las abejas.
Dado que los valores de
DL, para 24, 48 y 72 horas,
obtenidos fueron mayores
de 100 pg i.a./abeja, se
comprobé que las esencias
usadas eran virtualmente no
téxicas (ICBB, 1985),
mientras que los valores de
dimetoato fueron 0,269 pg
i.a./abeja a las 24 horas;
0,170 en 48 horas; y 0,129
en 72 horas. Estos valores
de DL,, se encontraban
dentro del rango esperado
para un producto altamente
toxico (Gough et al, 1994).

Primer experimento
de campo.
Tratamiento curativo

Los resultados del primer
experimento de campo se
encuentran resumidos en la
tabla 1. Se encontraron di-
ferencias significativas en-
tre los cuatro aceites esen-

v/ :En qué sectores trabajamos?

Instancias gubernamentales.

Agencias de la 0. N. U. y de la Union Europea.
0. N. G. comprometidas en el desarrollo rural.
Establecimientos agricolas pablicos o privados.
Grupos de productores o particulares.
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v/ Campos de accion

Gestion integral de planes de desarrollo apicola.
Estudios de mercado, transferencia tecnologica.

mielerias, equipos de acondicionamiento,

Estudios de viabilidad, seguimientos y evaluaciones.

Ayudas para la creacion de cooperativas, laboratorios,

estaciones de cria (de fecundacion y de inseminacion).

ervices

Organismos de formacién, proveedores de equipos, etc.

® Creacion de programas, soportes audiovisuales,
informes o articulos de prensa, seminarios, cursos, etc.
* Banco de ensayos de nuevas tecnologias

y nuevos materiales.

¢ Formacion a la carta (apicola y/o informatica).

v/ Actividades en Internet

® (estion de la “Primer Galeria Virtual Apicola del Mundo”.

* Direcciones WEB: www.apiservices.com

® 55 empresas, asociaciones, centros de investigacion y
revistas han editado ya mas de 1.100 paginas.

* Mdiltiples bases de datos: importacién /exportacién,

museos, editores, etc.

¢ (Creacidn de su propio WEB y posibilidad de estar
incluido en el mayor servidor apicola internacional
(mas de 5.000 visitas cada mes).

APISERVICES (Grupo de Investigacion y Ayuda en la Cooperacion Apicola)

“Le Terrier” * F-24420 Coulaures (Francia)

Teléfono: 07 - 33-553 059113 ¢ Teléfono mévil: 07 - 33 - 607 68 49 39 ¢ Fax: 07 - 33 - 553 05 44 57
E-mail: apiservices@compuserve.com ¢ Web: http://www.apiservices.com

?/'/Ze.f Katia

Consultor Apicola Internacional
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ciales y el tratamiento de ; las colmenas tratadas con
control, en relacién con el GRAFICA 4/ valores de no-consumo de candis orégano tenfan un 30% de
nimero de larvas infectadas en el segundo experimento de campo infeccién del nivel 1; las
con loque y también en la tratadas con tomillo, una in-
relacidn entre larvas infes- o 30 feccidn del 20% en el nivel
tadas con loque y la erfa sa- 2 ! | I ! I I 2; y las tratadas con ajedrea
na en el drea pequeiia. < y pasto limén, un 75% de
Los datos demostraron o infeccion en los niveles 3 y
que ninguno de los aceites 23 - — 4 respectivamente.

protegié a las colmenas de No se detectaron signos de
la contaminaci6n por loque loque en ninguna de las col-
en las dosis y aplicaciones menas de control ni en los
utilizadas. 16 — controles de tilosina. Tam-
El tiempo de consumo de poco se detectaron sintomas
los diferentes aceites esen- de loque en ninguna de las
ciales en el dia 12 se mues- colmenas tratadas con tilo-
tra en la grifico 1. Se halla- 6 I- = sina durante los siguientes
ron diferencias significati- periodos de inspeccién (2,
vas (P<0,05) entre los 3,4y 5), mientras que las
aceites, siendo el lemon- 9 L ¥ colonias tratadas con le-
grass el mds consumido y mongrass, tomillo, orégano
la ajedrea y el orégano las y ajedrea, asi como las de
menos consumidas. control no tratadas, tuvieron
5 1 1 l ] 1 ] altos niveles de infeccién

Segundo experimento &c} & ® z&g & @ por quyq. . :
de campo. . o ¢ Ll El andlisis del porcentaje
Tratamiento preventivo de colmenas enfermas mos-
Tratamientos tré significativas diferen-
En la primera inspeccion, L cias entre los tratamientos

e B e G s s i

Avda. de los Pirineos, 13
3 Tels FABRICA (974) 31 01 87 - PARTICULAR (974) 31 13 24 - FAX: (974) 313714 :

122300 BAHBASTHD (Huesca)

Disefto MONTAGUD EDITORES

i



(P<0.001), pero no diferen-
cias significativas en fun-
cién de los diferentes perio-
dos de inspeccidén (grifico
2). El test de Tuckey mostré
que el tratamiento con tilo-
sina era el mds efectivo
(P<0,05).

El andlisis del nivel de in-
feccién mostré diferencias
significativas debidas tanto
a los tratamientos como a
los periodos de inspeccién
(P<0,02). El test de Tuckey
mostré de nuevo que el tra-
tamiento con tilosina era el
mis efectivo (grifico 3).
Asimismo, los efectos posi-
tivos de la tilosina persistie-
ron durante varias semanas
en las condiciones de cam-
po, como se observd al ana-
lizar la recurrencia de la en-
fermedad.

Los tiempos de consumo
fueron similares en los dife-
rentes periodos de inspec-
c¢ién, y en todos los casos el
orégano fue el menos con-
sumido como se muestra en
el grifico 4.

Conclusiones

Hasta ahora los resultados
de campo no son conclu-
yentes dado que las dosis de
aceites esenciales y los mé-
todos de administracién
empleados eran inadecua-
dos para eliminar las infec-
ciones de loque completa-
mente.

Serian de utilidad estudios
ulteriores sobre los perfiles
de distribucién de estos
aceites esenciales entre las
abejas, larvas, ninfas, miel y
jalea real, para comprender
su farmacocinética y farma-
codindmica en el interior de
las colmenas. [
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En el caso que nos ocupa se aplica una determinada dosis de medicamento a un conjunto de abejas, los insectos
presentan diferente tolerancia, cuanto mayor es la tolerancia, mayor es la dosis necesaria para que la abeja mue-
ra. Sobre una poblacién de insectos se puede definir una cierta distribucién de tolerancias, los insectos con una
tolerancia menor quep morirdn cuando se les administra una dosis di. Asumiendo que X es una variable aleato-
ria asociada con una distribucion de tolerancia y x es la tolerancia de un individuo en particular, f{x) es la funcién
densidad de probabilidades. La probabilidad de muerte a la exposicién de una dosis di estd dada por pi= P(x £
di) = U-+di f(x) dx.

Si las tolerancias estdn normalmente distribuidas con media m y varianza s2,

fx) = (1 av(2r)exp (- _ (x - u/c'), ~ee<x< oo
y ademés
pi= (IAa(2m) [ _*exp - _ (x - pp/ci)dx = g((d, -u)a)
Donde j es la funcién de distribucién normal estandarizada. Si §, = oy f, = I/o, entonces p, = @(f, + B, d), 0
probit (p) = ¢-1(p) = B, + B, di.
Es habitual tomar probit (p) =5+ ¢-1(p) para de este modo evitar valores probits negativos.
Este modelo de regresién probit para las relaciones entre las probabilidades de muertos, P, Y las dosis de insecti-
cida, d, surge como resultado directo de asumir la condicién de normalidad de la dl\lrlbUCIfm de las tolerancias.
Una du.lrlbucmn probabilistica muy similar a la distribucién normal es la distribucién logistica. La funcién den-
sidad de probabilidades de una variable aleatoria X con distribucién logistica es:

Sx) = exp {(x- p)/8)/ [6f1 + exp [(x - u)/0} )]

Donde -e0 < x <ee, 8> 0. La media y la varianza son p y 7°0%3 respectivamente. Si las tolerancias tienen una
distribucién logistica entonces:

& _,'fw“" exp [(x- p)/O)/ [6{1 + exp ((x - u)/8) ) Jelx
Escribiendo en la ecuacién anterior B,=-w0yp, = 1/8, entonces:

p=exp(B,+ Bd)/ [l +exp(B,+ Bd)] y
logit(p)) = B, + B.d,

Cuando la probabilidad de respuesta es modelizada como una funcién de una variable de exploracién simple x, a
menudo resulta de interés estimar el valor de x que corresponde a un valor especificado de la probabilidad de
respucsti, en nuestros ensayos interesa conocer la dosis a la que muere el 50% de los individuos, denominada
DL50 o dosis letal media (LD%): median lethal dose). Si el modelo utilizado es el logit, previamente expuesto,
esta es la dosis para la cual p=0.5 y dado que el logit(0.5)=log I = 0, el DL50 satisface la ecuacién

B,+B,DL50=0 y
DL5O=(-B,"/B,") ~ (1)
Utilizando probit probit(p) = ¢-1(p,) = B, + B, d,

Cuando p = 0.5, probit (0.5) =0y el DL50 puede estimarse como,

DLSO" = exp (- B,"/B,")  (2)
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