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1.- RESUMEN.

Se evalué el efecto del aceite esencial de Minthostachys mollis (Kunth.)
Griseb., “Peperina” en la supervivencia de la abeja melifera adulta (Apis
mellifera L.), bajo un régimen de administracion oral prolongada a
concentraciones crecientes, con el propdésito de obtener la concentracidn mas
segura para su empleo como potencial agente de biocontrol de patégenos en la
colonia de abeja melifera. Se evaluaron concentraciones: 500, 1.000, 2.000 y
4.000 pl/l, con cuatro repeticiones por tratamiento. Se empled 2,5% de alcohol
70° como diluyente en solucién de sacarosa 50% p/v. Abejas de 3 dias,
nacidas en cautiverio se confinaron a razén de 30 abejas por frasco y se
suministré el tratamiento durante 15 dias. Se registré el numero de abejas
muertas y el consumo. Los resultados se analizaron con los softwares
estadisticos INFOSTAT y GraphPad Prism. A partir del séptimo dia del
experimento, el aceite esencial de M. mollis presenté una supervivencia inferior
al 50% a las concentraciones evaluadas y diferencias significativas en el
consumo individual. El aceite esencial de M. mollis result6 toxico en todas las

concentraciones evaluadas, aun a la administracién de 500 pl/l.
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2. INTRODUCCION.
2.1.- Apicultura a nivel mundial.

En lo que respecta a la produccion mundial de miel, China se posiciona como el
primer productor mundial. A continuacion, le siguen en importancia la Union
Europea (UE), Turquia, Canada y Argentina con una produccion de 79.000
toneladas (Tn) correspondiente al 4% del total (European Commission, 2021).
China, también se posiciona como principal exportador mundial de miel, seguida
por Argentina, mientras que México, India, Vietnam y Ucrania, compiten por el
tercer lugar (Global export data, 2020). EI principal pais importador de miel es
Estados Unidos, siendo a su vez, el consumidor mas importante de la UE; su
elevado consumo se debe a que la miel se destina principalmente a la industria;
otros paises importantes en cuanto a la importacion de miel son: Alemania,
Reino Unido y Japéon (FAO, 2020).

A partir de datos de produccién y poblacion de FAOSTAT (FAOSTAT, 2016), se
conoce el consumo per capita de miel promedio hasta 2016: paises como Japon
y Estados Unidos alcanzan el kilo por habitante/ano; Turquia y Alemania
superan el kilo de miel por habitante/afio, mientras que China, México e India se

encuentran en un rango de 50 y 250 gramos/habitante/afio.

2.2.- La apicultura en Argentina.

La apicultura ocupa un lugar destacado en la produccion agropecuaria de
nuestro pais y tiene un fuerte impacto en las economias locales. Se estima que
el sector apicola de Argentina emplea a mas de 100.000 personas, tanto en la
produccion primaria de miel, como de otros productos de la colmena, entre ellos:
propdleos, polen, cera, jalea, apitoxina, material vivo, etc.; y servicios de la

colmena, como la polinizacion (MAGyP, 2021).

Segun el Registro Nacional de Productores Apicolas (RENAPA), hasta abril de
2021 existian 15.306 productores vigentes que manejan 33.477 apiarios, con
2.729.941 colmenas (MAGyP, 2021). También, el sector cuenta con un total de
1.209 salas de extraccion de miel habilitadas por el SENASA (SENASA, 2021)



donde se extraen aproximadamente 76.000 Tn de miel por afo, de las que se
destinan al mercado interno un volumen cercano a las 6.000 Tn. El consumo de

miel por habitante/afio en nuestro pais es de 156 g (MAGyP, 2021).

Es importante destacar que la miel producida en nuestro pais es considerada
como una de las de mejor calidad en el mundo, es asi, que la Argentina destina
mas del 95% de la produccion al mercado externo y segun el analisis sobre los
complejos exportadores del INDEC, en el 2020 por las exportaciones de miel
ingresaron 152 millones de ddlares, siendo los principales destinos Estados
Unidos, Alemania y Japén (INDEC, 2020).

2.3.- Importancia de los polinizadores.

La mayoria de las angiospermas (plantas con flores) dependen de la polinizacion
entomdfila; por eso, para este grupo de plantas el orden de insectos
polinizadores Hymenoptera es el de mayor importancia. Estos insectos polinizan
de manera regular y eficiente a las flores, gracias a adaptaciones mutuas,
morfolégicas y de comportamiento, que surgieron a lo largo de su coevolucion e
interaccion mutualista, de la que ambas partes se benefician (Ollerton, 1999).
Dentro del orden, la superfamilia Apoidea contiene a los insectos que mas se
destacan, alli se encuentran las abejas meliferas (A. mellifera L.) que realizan la
mayor parte de la actividad polinizadora dentro de los ecosistemas agricolas y
agroforestales (Carvajal, 2020). Mas del 90% de los 114 principales tipos de
cultivos globales, que garantizan la seguridad alimentaria en el mundo, son

polinizados por abejas (Potts et al., 2016).

Alvites (2019) observo y describio la accion de los insectos en la polinizacion de
plantas como palto, citricos, zapallo, brocoli y alfalfa, concluyendo que el insecto
que realiza mas visitas en la mayoria de los cultivos observados era la abeja

melifera.

En otros estudios se determind que la polinizacién realizada por las abejas
meliferas era muy importante; Santos et al., (2015) enuncia que, en el manzano
con autoincompatibilidad genética cultivado en el sur de Uruguay, su polinizacion
depende exclusivamente de las abejas meliferas, ya que es la unica especie

observada durante el periodo de floracion.



Segun David et al., (2020), en kiwi la polinizacion manual combinada con la de la
abeja melifera incrementa tanto el numero como el tamafo de los frutos a
cosecha. Por un lado, el kiwi es una especie diclino dioica en la cual, el tamafo
final del fruto esta estrechamente relacionado con el numero de semillas o de
ovulos fecundados y se necesitan aproximadamente 1000 semillas para obtener
un fruto de 100 gramos. Por lo tanto, es de suma importancia que muchos
granos de polen puedan alcanzar cada flor femenina para lograr un fruto de

tamano adecuado para su comercializacion.

En cuanto al girasol, es importante mencionar que es uno de los principales
cultivos oleaginosos del mundo y nuestro pais es actualmente uno de los tres
grandes productores mundiales y el cuarto exportador mundial de aceite de
girasol (FAOSTAT, 2016). Los cultivares de girasol en general presentan
autogamia espontanea, pero aprovechan la polinizacién cruzada para formar y
completar sus aquenios y es aqui, que la mayoria de los estudios mencionan a
la abeja melifera como el polinizador que visita con mayor frecuencia al girasol
(Torretta et al., 2010).

2.4.- La influencia de la abeja melifera en los agroecosistemas

En Argentina, en los ultimos quince afos el area que anualmente se destina a la
produccion de cultivos se expandié un 55%. El crecimiento y transformacion de
la agricultura ha provocado la reduccion de la diversidad biolégica de las areas
mas intensamente cultivadas de la region pampeana, que concentra el 70% del

total de la produccion apicola nacional (MAGyP, 2020).

Mas alla de las pérdidas de biodiversidad, la agricultura extensiva actual genera
una alteracion del funcionamiento de los ecosistemas de regiones enteras, por lo
que surge asi la necesidad de encontrar caminos viables para proteger y
restablecer alternativas ecosistémicas que complementen en tiempo y espacio a
los cultivos, dando una respuesta a las amenazas para la salud de las abejas
meliferas en el largo y corto plazo. A largo plazo, se debe involucrar la
preservacion de los ambientes naturales y un aumento en la disponibilidad de
diversos recursos florales en ecosistemas agroproductivos. A corto plazo, el

objetivo es reducir la rapida tasa de pérdida de colonias, minimizando el empleo



de plaguicidas de alta toxicidad y buscando alternativas de control de plagas

eco-sustentables (Jobbagy et al., 2021).

2.5.-Fitoquimicos, una estrategia para el control de enfermedades en la

abeja melifera.

El uso de sustancias fitoquimicas junto con enemigos naturales,
microorganismos antagonistas para el control de plagas y enfermedades es una
estrategia de manejo a implementar en los sistemas agricolas que podria

disminuir los problemas ambientales (Martinez & Lujan, 2019).

Los fitoquimicos son productos derivados del metabolismo secundario de las
plantas, con probadas propiedades antimicrobianas en enfermedades del
hombre (Man et al.,, 2019) y los animales (Zhai et al., 2018). Dentro de los
fitoquimicos se encuentran los aceites esenciales (AE) (Brzozowski & Mazourek,
2018). Los AE son liquidos aceitosos aromaticos obtenidos a partir de materia
vegetal (flores, capullos, semillas, hojas, corteza, hierbas, madera, frutos y
raices). Suelen ser mezclas complejas de compuestos naturales, tanto polares
como no polares constituidos principalmente por terpenoides y sus derivados
oxigenados, una variedad de otras moléculas, como hidrocarburos alifaticos,
acidos, alcoholes, aldehidos aciclicos, ésteres o lactonas, y excepcionalmente
compuestos que contienen nitrégeno y azufre, cumarinas y homodlogos de

fenilpropanoides (Masango, 2005).

Los AE han recibido mucha atencibn como compuestos bioactivos
potencialmente utiles, con especial énfasis en sus propiedades antisépticas,
medicinales y por su actividad insecticida (Bakkali et al., 2008). Ademas, se han
utilizado ampliamente como saborizantes alimenticios (Burt, 2004) y aditivos
alimentarios (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Se emplean como agentes
antimicrobianos en el control de distintas patologias (Winska et al., 2019);
utilizados en la concentracion adecuada provocan bajo nivel de toxicidad,

convirtiéndose en una alternativa atractiva para su empleo.

La clasificacién de rangos de toxicidad para los AE propuesta por la International
Commission for Bee Botany ICCB (ICCB, 1985) es la siguiente: virtualmente no

toxico (> 100 pg p.a./abeja); levemente toxico (10 — 100 pg p.a./abeja);



moderadamente toéxico (1 — 10 pg p.a./abeja); altamente toxico (< 1 pg

p.a./abeja).

En particular, en Argentina, se encuentran una gran variedad de especies
proveedoras de AE (lannicelli et al., 2018). Los AE, se han estudiado
ampliamente como tratamientos para las patologias de las abejas meliferas
como Varroasis (Conti et al., 2020; Lin et al., 2020), Ascosfaerosis (Albo et al.,
2016; Nardoni et al., 2018; Tutun et al., 2018), Loque americana in vitro (Alonso-
Salces et al., 2017; Kacaniova et al., 2020) y a campo (Albo et al., 2003; Gende
et al., 2009) y Nosemosis (Porrini et al., 2017; Cristina et al., 2020).

Sin embargo, la informacién sobre los efectos de la administracion sistémica
prolongada de AE en la abeja melifera es limitada y metodoloégicamente
heterogénea (Albo et al., 2003; Maistrello et al., 2008; Sammataro et al., 2009;
Albo et al., 2010; Porrini et al., 2017; Borges et al., 2020). El amplio rango de
actividad de estas sustancias podria controlar al patégeno potencial y afectar la
supervivencia de la abeja, por lo que, un primer estudio necesario es el efecto
toxico del AE en el huésped, para determinar la concentracion mas segura,
previo a realizar ensayos antimicrobianos o antiparasitarios in vivo (Cunha
Pereira et al., 2020).

2.6.- Aceite esencial seleccionado para este estudio.

Se ha seleccionado el AE de Minthostachys mollis (Kunth.) Griseb. (M. mollis)
“‘Muna o Peperina” clasificada dentro de la familia Lamiaceae, cuyo género se
distribuye desde Venezuela hasta Argentina (Alkire et al., 1994). Aunque
originalmente se clasificO como Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling
(Epling, 1939). Segun algunos autores, el género incluye 17 especies (Schmidt-
Lebuhn, 2008), mientras que otros sugieren un complejo poliploide, por eso, los
fusionaron en una especie polimorfa unica: M. mollis (Kunth.) Griseb. (Epling &
Jativa, 1963). Entonces, de acuerdo con Epling & Jativa (1963) y debido al
amplio uso como medicamento por parte de la poblacion local, en nuestro pais,
fue codificada en la Farmacopea Nacional Argentina (1978) como M. mollis
(Kunth) Griseb.

En Argentina, se la conoce principalmente como “Peperina” y se encuentra

ampliamente distribuida en las provincias de Cordoba, San Luis, Tucuman, Salta
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y Catamarca. Se explota intensamente para las industrias de infusiones, bebidas
amargas no alcohdlicas y fitoterapia (Bandoni et al., 2002; Elechosa et al., 2007),
siendo también utilizada localmente por las personas como aditivo en la infusion
denominada "companero". Asimismo, M. mollis funciona como digestiva,
antiespasmaddica, antidiarreica, antihelmintica, carminativa, emenagoga, para
inhalaciones en catarros y sinusitis (Juliani et al., 2021).

Las observaciones anatémicas y morfolégicas realizadas en materiales vivos y
de herbario, no mostraron diferencias significativas entre poblaciones naturales,
pero algunas diferencias menores observadas en los rendimientos vy
composicidon del AE, son atribuibles principalmente a las condiciones
ambientales y etapas fenolédgicas (Elechosa et al., 2007). Esta variabilidad en el
rendimiento y composicion del AE de peperina se ha informado en Argentina
(Zygadlo et al.,1996; Bandoni et al., 2002; Elechosa et al., 2007; Mora et al.,
2009; Elechosa, 2009) asi como, en otros paises andinos (Alkire et al., 1994,
Rojas & Usubillaga, 1995). Es asi, como los estudios basados en las variaciones
estacionales del contenido y la composicion del AE, establecieron la plena
floracion como el mejor momento para la cosecha (Bandoni et al., 2002).

Van Baren et al., (2014) caracterizaron la variabilidad en rendimientos y
composicidn quimica de los AE de M. mollis de colectas de cuatro afios de
muestreos en poblaciones de plantas silvestres de las provincias de Cdérdoba,
San Luis, Tucuman, Salta y Catamarca mediante un estudio comparativo. Las
muestras fueron analizadas por cromatografia gaseosa y se determinaron cinco
quimiotipos (qt). Cérdoba y San Luis presentaron el qt. M. mollis mentona-
pulegona; en tanto, Tucuman, Salta y Catamarca, mostraron la presencia de
diferentes componentes, obteniéndose a partir de las muestras, los siguientes
cinco grupos: i) dihidrocarvona-carvona, ii) pulegona con ausencia de mentona,

i) acetato de carvacrilo-carvacrol, iv) limoneno y v) linalol.
2.7.- Objetivo General.

Evaluar la supervivencia del estadio adulto de Apis mellifera L. a la
administracion oral prolongada del aceite esencial de Minthostachys mollis
(Kunth.) Griseb., con el propdsito de obtener una concentracién inocua del
fitoquimico como potencial alternativa natural para el control de enfermedades

en la colonia de abejas meliferas (Apis mellifera L).

11



2.8.- Objetivos Especificos.

1. Determinar la supervivencia de la abeja melifera adulta bajo un régimen
de administracion oral prolongada al AE de M. mollis a diferentes

concentraciones.

2. Determinar el consumo del AE de M. mollis a distintas concentraciones,

por la abeja adulta sometida a un régimen de administracion oral prolongada.
2.9.-Hipotesis.

El aceite esencial de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb., podria provocar
efectos deletéreos sobre la abeja melifera adulta si se administra a

concentraciones elevadas.
3.- MATERIALES Y METODOS.
3.1.- Aceite esencial de M. mollis.

El AE de M. mollis fue proporcionado por el Instituto de Recursos Biologicos
(IRB), INTA, Castelar a través del técnico Juarez Miguel, quien recolecté en
2007 y a 1200 metros de altitud las plantas de M. mollis en la localidad de
Sagrada Familia, provincia de Cordoba. Las plantas se encontraban en floracion
y fueron nombradas como ejemplares 366 y 410; de estas plantas el técnico
obtuvo el AE para este estudio. Para ello, el Sr. Juarez procedid a secar el
material natural al aire (12-15% de humedad final) y someterlo a extraccion del
AE mediante hidrodestilacion durante 2 horas utilizando una trampa de tipo
Clevenger (IRAM 18729, 1996); la humedad restante se elimind con sulfato de
sodio anhidro y el AE se almacend a 2°C antes del analisis. El rendimiento se

expresd como relacion v/p.

El AE fue caracterizado por Van Baren et al., (2014) a través de cromatografia
gaseosa, detector de ionizaciéon de llama y espectrometro de masa (GC-FID-
MS). La calidad del AE ha sido estandarizado como se describe en la norma
IRAM argentina (IRAM 18606, 2003).

La composicidn detallada del AE de M. mollis con sus componentes mayoritarios

y minoritarios se adjunta en la Tabla N° 1.
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3.2.- Ensayos preliminares de la unidad de confinamiento.

Se efectuaron ensayos preliminares con distintos modelos de la “unidad de
confinamiento” para observar el comportamiento del grupo de abejas confinadas
y optimizar la practicidad de la manipulacion del mismo durante los
experimentos. En primer lugar, se determiné el tamafio ideal del recipiente, para
contener el numero de abejas necesario para las pruebas, seleccionandose un
recipiente con un volumen de 500 ml (frasco de plastico con tapa), que permitio
mejorar la maniobrabilidad de cada unidad de confinamiento. Como abertura de
ventilacion se evaluaron dos modelos, una rejilla ubicada en posicion lateral (3/4
del tamano de la pared del frasco), y otra ubicada en la parte superior en
reemplazo de la tapa (Figura 1.c); ambos modelos fueron descartados. Los

alimentadores se colocaron a modo de prueba en la tapa y los laterales (Fiqura

1. ayb).

La compuerta para retirar las abejas muertas se ubico en el lateral inferior del
frasco, con el objetivo de evitar la apertura por la tapa de la unidad de

confinamiento y la fuga de abejas.

En cuanto al material, se seleccioné plastico debido a su bajo valor econémico y
facil manipulacién en general. Se probaron plasticos de diferentes espesores

como los que se visualiza en las Fiquras 1. a, b y c, los cuales son usados

comunmente para el envasado de miel, siendo estos de mayor espesor que los

finalmente seleccionados (Figura 1. d), ya que resultaron mas faciles de

perforar.
3.3.- Preparacion de la unidad experimental.

La unidad definitiva de confinamiento present6 estas caracteristicas: frascos de
plasticos estériles de 500 ml, con pequefias aberturas de 3 mm ubicadas en los
laterales y en la tapa para permitir la ventilacién; dos aberturas adicionales
laterales donde se colocaron dos alimentadores. Como alimentador se utilizé un
tubo de centrifuga tipo Eppendorf de 1,5 ml (Figura 1. d), dos por cada unidad
de confinamiento, ubicados en posicién horizontal con una pequena inclinacion
(10°) hacia el interior. A cada alimentador se le realizé un orificio en la punta, por
el cual las abejas se alimentaron “ad libitum”. El agua fue suministrada en un

tercer alimentador (Eppendorf). A su vez, se realiz6 una compuerta (abertura
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adicional) en el lateral, casi en el fondo del frasco para poder insertar una pinza y

retirar las abejas muertas como se describié en el punto 3.2.
3.4.- Procedimiento.

Las abejas se obtuvieron a partir de cuadros de cria operculados con cria
naciente, extraidos del colmenar experimental del Curso Producciéon Animal I,
FCAyF, UNLP, durante el afio 2021.

Se seleccionaron colonias "sanas" con una infeccion cero o un nivel bajo de
patdogenos y parasitos. Una vez seleccionadas las colmenas, se colocé un
cuadro de cera labrado vacio con la reina en el interior del canasto técnico, el
cual fue ubicado en el centro de una colonia de abejas, 23 dias antes del inicio
del experimento con el propésito de obtener cria naciente de edad homogénea y
abundante. Una vez que se verifico la presencia de pupas con ojos coloreados
(18 dias), se traslado el cuadro a incubadora en laboratorio, y se mantuvo a 30-
32°C y 60% HR, para lograr la emergencia de los imagos en condiciones

controladas en un periodo de 1-3 dias (Human et al., 2013).
3.5.- Ensayo de consumo y supervivencia frente al AE de M. mollis.

Se determind la supervivencia y el consumo de la abeja obrera adulta a la
administracion oral prolongada (15 dias) del AE de M. mollis. Se evaluaron las
concentraciones de 500, 1.000, 2.000 y 4.000 del AE expresadas en pl/l, 4
repeticiones por tratamiento y un control blanco. El experimento fue realizado
con 20 unidades de confinamiento, 16 correspondientes a las 4 concentraciones

del AE de M. mollis y 4 del control blanco.

El control fue formulado con sacarosa al 50% en agua destilada estéril (ADE)
p/v. Las concentraciones del AE con las cuales se alimento6 a las abejas durante
los 15 dias fueron realizadas de la siguiente manera: los AE fueron vehiculizados
en 2,5% del diluyente alcohol 70°, de acuerdo a lo propuesto por Albo et al.,
(2016); luego llevados a concentracion final con solucién de sacarosa 50% en
ADE p/v y por ultimo, se adiciono polivitaminico (Nutribee®) al 1 % p/v. Estas
formulaciones del AE de M. mollis se prepararon diariamente para evitar su
evaporacion y se colocaron en frascos de vidrio estériles a 5°C (en heladera)

hasta su empleo (Fiqura 2.a).
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Al completarse el nacimiento de las abejas en incubadora, se efectud la
introduccion de las mismas en el interior de una bolsa de plastico, con un golpe
leve sobre el cabezal del cuadro. Las abejas se anestesiaron por 5 segundos
con Dioxido de Carbono (CO;). De esa manera se confinaron a razén de 35
abejas por frasco. Las abejas se dejaron recuperar, reemplazando aquellas que
no mostraban signos vitales. Al cabo de dos horas de inanicién, se administro
cada tratamiento en los dos alimentadores. Las unidades de confinamiento se

colocaron en bandejas (Figura 2. b y c), en laboratorio mantenido a 32°C y 60%

HR. Los alimentadores con el AE de cada tratamiento se reemplazaron

diariamente para evitar la cristalizacién del alimento (Figura 2. d).

En planillas disefiadas previamente al ensayo, se relevaron durante los 15 dias,
los datos de consumo/frasco y el n° de abejas muertas/frasco de cada
tratamiento y del control. Las abejas muertas se retiraron diariamente del interior

del frasco, para evitar contaminaciones.

3.6.- Analisis estadistico.

Las tasas de supervivencia se calcularon, graficaron y compararon mediante el
analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y las pruebas de Gehan-Breslow (p <
0.0001), que también estima la mediana del tiempo de supervivencia, con el
software GraphPad Prism, versién 8.0.0 (GraphPad Prism, 2019). Para el
analisis de consumo se emple6 ANOVA No Paramétrico de Kruskal Wallis y el
Test de Comparaciones Multiples de Medianas (p < 0.05) con el software

estadistico INFOSTAT (Di Rienzo, 2019).

4.- RESULTADOS Y DISCUSION.

En este Trabajo Final de Carrera para optar por el Titulo de Ingeniero Agronomo
se estudié el efecto de la administracion oral prolongada del AE de M. mollis
sobre la supervivencia de la abeja melifera adulta. Se evalu6 el consumo y la

supervivencia a distintas concentraciones.
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4.1.- Supervivencia.

En cuanto a la supervivencia respecto al control, hubo diferencias altamente
significativas (p < 0.0001) para los tratamientos 500 pl/I (Fiqura 3), 2.000 pl/
(Fiqura 4) y 4.000 pl/l (Figura 5). No se observaron diferencias significativas en
el tratamiento 1.000 pl/l (Figura 6). Al analizar el tiempo medio de supervivencia
se observa que los tratamientos 500 y 2.000 pl/l presentan el mismo patrén, el
50% de la poblacion sobrevive hasta el 6° dia del experimento, aunque el AE de
M. mollis a 500 pl/l tiene un 10% de supervivencia a los 15 dias y el de 2.000 a
los 13 dias, frente al 30% del control. EI AE de M. mollis a 4.000 pl/l presento un
valor de supervivencia media mas baja, de 5 dias. Hasta el 9° dia se observa el

10% de la poblacion viva.

La concentracion de 1.000 ul/l no se diferencié del testigo y presentd un tiempo
medio de supervivencia a los 10 dias frente a los 12 dias observados en el

control.
4.2.- Consumo del AE de M. mollis.

Los resultados obtenidos sobre el consumo de la solucién de sacarosa — AE se
observan en la Tabla 2. Se demostré que existieron diferencias significativas en
el consumo de los distintos tratamientos del AE de M. mollis a partir del 7° dia
del experimento.

En la Figuras 7 se graficd el consumo de los tratamientos del AE de M. mollis el

dia 1° del experimento. No se observaron diferencias entre tratamientos.

En las Figura_ 8 se exponen los consumos de los distintos tratamientos del AE
de M. mollis a los 7 dias del ensayo, a partir del cual se observan diferencias
significativas entre tratamientos y el control. Se observa la disminucion del
consumo del tratamiento control, y la reduccion del consumo del AE de M. mollis
a 4.000 ul/l. Esta alta concentracién es probable que no sea palatable, ademas
de liberar componentes aromaticos téxicos al ambiente confinado (del frasco) y
alterar el proceso de alimentacion de la abeja a través de la trofalaxia; Se puede
estimar que algunas obreras detectan el efecto deletéreo que produce la

formulacion del AE y dejen de consumirlo.
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En la gréafica de consumo del 15° dia (Figura 9), se advierte el bajo consumo del
tratamiento de 1.000 ul/l, lo que hace suponer que es poco palatable para la
abeja. A 500 pl/l consume los valores de consumo son similares que el al
tratamiento control, pero hay que destacar que la supervivencia a esta
concentracion fue del 10%. Para el caso de los tratamientos de 2.000 y 4.000
MlI/l, no fue posible graficar el consumo debido a que no hubo supervivencia de la

poblacion para este dia.

El AE de M. mollis presenta multiples propiedades como antimicrobiano. En el gt.
estudiado en este trabajo, predominan los componentes pulegona y mentona.
Existen pocos estudios sobre la supervivencia de la abeja obrera adulta
sometida a un régimen de administracién sistémica de largo plazo a
formulaciones de AE. Entre los estudios que se pueden mencionar, Porrini et al.,
(2017) evaluaron los AE de eucalipto, canela, laurel y orégano, asi como sus
componentes mayoritarios. Soélo felandreno, 1,8 cineol y B mirceno se
diferenciaron estadisticamente del control en la supervivencia de la obrera adulta
a dosis mayores a 6000 ug/kg.

Sin embargo, existe una gran cantidad de investigaciones que estudiaron la
Dosis Letal Media (DLsg) como parametro de la Toxicidad de productos naturales
y/o sus componentes mayoritarios sobre abeja melifera. Gashout & Guzman-
Novoa, (2009) testearon la DLsy de 22 AE sobre V. destructor, entre ellos, el AE
de Mentha spicata fue muy toxico sobre abeja adulta con una DLsy de 523.5
Mg/abeja y el menos toxico para larvas con una ClLsy menos téxica de 382.8
ug/larva.

Albo et al (2010) determinaron la Dosis Letal Media (DLsy) de Mentha piperita
con 44% de mentol libre, 20% de mentona, 10% de mentofurano y 7,4% de
metilacetato, clasificandolo como un AE con una DLsg de 7.9; 6.9 y 6.3 ug
p.a/abeja a 24, 48 y 72 horas, respectivamente para abeja de primavera, por lo
tanto, se debe considerar un producto “moderadamente toxico’.

Anta et al., (2016), determinaron que el AE de M. mollis, Mentha arvensis y

Mentha spicata presentaron una DLsy = 100 upg/abeja, lo que los ubica como

productos “virtualmente no toxicos”. Los componentes mayoritarios
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determinados fueron: en M. mollis, 58% pulegona y 31% de mentona; en M.
spicata, 27.5% limoneno y 37.6% de levo carvona y en M. arvensis, 57% mentol,
11.5% de pulegona, 10.5% mentona y 9.5% de mentofurano. Ruffinengo et al.,
(2005) evaluaron el AE de M. mollis sobre V. destructor y la abeja adulta “in vitro”
en Caja de Petri, observaron un efecto repelente sobre el 4caro y un bajo indice
de selectividad, lo que implica que la DLsg de la abeja es alta y la del acaro es
baja.

Dado que la mayoria de los insecticidas para plantas son biodegradables, esto
ha llevado a un resurgimiento del interés en el uso de extractos de plantas o AE.
Se ha informado que mas de 1500 especies de plantas tienen valor insecticida
(Kumar et al., 2011), muchas de ellas poseen metabolitos secundarios, como
alcaloides, monoterpenoides o fenilpropanoides, que son téxicos para los
insectos. Ademas, los AE extraidos de plantas han sido ampliamente
investigados por sus propiedades de control de plagas y algunos demostraron
ser toxicos (Aziz & Abbass, 2010). Asimismo, el AE de M. mollis se puede utilizar
como insecticida natural en el control de hembras del mosquito Aedes aegypfi,
alcanzando un 100% de repelencia a los estadios adultos y la capacidad de

oviposicion a una DLsp de 18.50 ug/mg (Silvério et al., 2020).

Pellegrini et al., (2017) determinaron la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y
la Concentracion Bactericida Minima (CBM) in vitro de dos AE autéctonos, entre
ellos M. mollis, frente a 10 aislamientos de P. larvae, M. mollis mostr6 una CIM y
CBM de 37.5y 75 pg/ml, respectivamente.

Anta (2016) evalud la CIMso de M. mollis. M. spicata y M. arvensis sobre A. apis,
determinando valores de 800, 800 y 400 ppm, respectivamente.

Pellegrini et al., (2017) estudiaron AE de varias especies nativas y determinaron
los componentes principales que causaron disrupcion de la pared celular y
membrana citoplasmatica de P. larvae. Dentro de ellos, comprobaron que la
pulegona del AE de M. mollis producia ese efecto.

La deteccién de quorum (QS) es un mecanismo de comunicacion bacteriano que
depende de la densidad de poblacion. Pellegrini et al., (2014) estudiaron la
actividad y las propiedades anti-QS y antimicrobiana del AE de M. mollis;

mostraron que el AE de M. mollis era un buen candidato para el desarrollo de
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productos anti-QS con una potencial aplicacion en el control de enfermedades

bacterianas mediadas por QS, como la loque americana.

Por ello, si bien son sustancias naturales, su toxicidad debe ser previamente
evaluada a corto y largo plazo antes de su empleo en el tratamiento de
enfermedades en el hombre, los animales o los insectos como es el caso de la
abeja melifera.

Muchos investigadores han evaluado la eficacia del AE de M. mollis para el
tratamiento de distintas enfermedades de la abeja, lo que genera expectativas

para el potencial empleo como fitoquimico en la colonia de abejas.

5.- CONCLUSIONES Y/O RECOMENDACIONES.

Como se ha detallado previamente, muchos autores han evaluado in vitro el
control de distintas patologias de la abeja con el AE de M. mollis. Asimismo,
otros investigadores han testeado la toxicidad oral aguda con el AE de M. mollis
u otras especies con componentes mayoritarios compartidos. No obstante, los
estudios realizados en este Trabajo Final de Carrera sobre la supervivencia de
la abeja adulta a la administracion oral prolongada con el AE de M. mollis son
inéditos y han proporcionado informacion relevante. EI AE de M. mollis resultd
toxico en todas las concentraciones evaluadas, aun a la administracién de 500
uli/l, que es la menor concentracidn probada. Es necesario continuar con el
estudio de la supervivencia de la abeja adulta a concentraciones menores y
evaluar que concentraciones no son deletéreas sobre los estadios larvales, con
el objetivo de optimizar el uso de este fitoquimico eficaz para el tratamiento de

patologias en colonias de abeja melifera.
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7.- APENDICE.

Tabla 1. Composicion del aceite esencial de
Minthostachys mollis utilizado en este estudio
(Van Baren et al., 2014).

Componente Porcentaje (%)

Espatutenol 0.2
Linalol 0.3
Limoneno 0.9
Isomentona 1.2
Piperitenona 1.3

Mentona 41.4
Pulegona 491

Tabla 2. Evaluacion estadistica del consumo
de las concentraciones del aceite esencial de
Minthostachys mollis por dia.

Dia de consumo p value
1 0.19
2 0.49
3 0.33
4 0.18
5 0.22
6 0.74
7 0.008*
8 0.09
9 0.02*
10 0.10
1 0.6
12 0.02*
13 0.007*
14 0.008*
15 0.005*

*Diferencias significativas (< 0.05).
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Figura 1. Unidades de confinamiento. a y b. Frascos de 1000
ml con ventilacion y alimentadores laterales. ¢. Frasco con
ventilacion superior y alimentadores laterales. d. Frasco de 500
ml seleccionado para este estudio con alimentadores laterales y
orificios de ventilacién superiores y laterales.
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Figura 2. Trabajo en laboratorio. Concentraciones y testigo en
frascos de vidrio estériles. b y ¢. Unidades de confinamiento
numeradas y dentro de la bandeja de madera. d. Unidades de
confinamiento, listas para el recambio del alimentador.
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Supervivencia de A. mellifera al AE de Minthostachys mollis
Tratamiento 500 ul/l
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Figura 3. Supervivencia de Apis mellifera (A. mellifera) a la
administracion oral prolongada del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) al tratamiento de 500 pl/l.

Supervivencia de A. mellifera al AE de Minthostachys mollis
Tratamiento 2000 pl/I
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Figura 4. Supervivencia de Apis mellifera (A. mellifera) a la

administracion oral prolongada del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) al tratamiento 2.000 pl/l.
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Supervivencia de A. mellifera al AE de Minthostachys mollis
Tratamiento 4000 ul/I
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Figura 5. Supervivencia de Apis mellifera (A. mellifera) a la
administracion oral prolongada del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) al tratamiento de 4.000 pl/I.
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Figura 6. Supervivencia de Apis mellifera (A. mellifera) a la
administracion oral prolongada del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) al tratamiento 1.000 pl/l.

32



Consumo Dia 1 AE Minthostachys mollis
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Figura 7. Consumo de tratamientos del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) en el 1° dia de ensayo,
expresado en pl/abeja.
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Figura 8. Consumo de tratamientos del aceite esencial (AE) de
Minthostachys mollis (M. mollis) en el 7° dia de ensayo,

expresado

en

Ml/abeja.
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Consumo Dia 15 AE Minthostachys mollis
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Figura 9. Consumo de tratamientos del aceite
esencial (AE) de Minthostachys mollis (M. mollis) en
el 15° dia de ensayo, expresado en pl/abeja.
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