REDVET. Revista electronica de Veterinaria 1695-7504 - 7~
2010 Volumen 11 Nimero 10 £ -

" Revista Electronica de Veterinaria
T Veterinanaorg

REDVET Rev. electron. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet -http://revista.veterinaria.org
Vol. 11, N° 10, Octubre/2010- http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n101010.html

Dosis Letal Media (DLsg) de algunos aceites esenciales y
biocidas efectivos para el control de Ascosphaera apis en
Apis mellifera L. Median Lethal Dose (LDsg) of some essential
oils and biocides effective for the control of Ascosphaera apis on
Apis mellifera L.

Albo, Graciela N: Produccién Animal I, Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales. Universidad Nacional de La Plata. Calle 60 y
118, (1900) La Plata, Argentina. E-mail: zooamg@agro.unlp.edu.ar
| Henning, Cynthia: Bioquimica y Fitoquimica, FCAyF. UNLP |
Reynaldi, Francisco J: CONICET. Centro de Investigaciones de
Fitopatologia (CIDEFI), FCAyF. UNLP | Ringuelet, Jorge:
Bioguimica y Fitoquimica, FCAyF. UNLP | Cerimele, Elsa:
Bioquimica y Fitoquimica, FCAyF. UNLP.

RESUMEN

La ascofaeriosis o cria yesificada, es una enfermedad de la abeja melifera
(Apis mellifera L.) causada por el hongo Ascosphaera apis que produce la
momificacion de las larvas. Los aceites esenciales poseen efectos
antimicrobianos y han sido utilizados para el control de cria yesificada. Por
otra parte, a nivel mundial se han probado gran cantidad de productos de
sintesis, pero ninguno ha resultado 100 % eficaz. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la Dosis Letal Media (DLsp)) de algunos aceites
esenciales y biocidas para abeja melifera adulta de otofio y primavera, que
fueron previamente evaluados in vitro para el control de A. apis. Las
esencias ensayadas fueron: ajedrea, lemongrass, menta, orégano vy
tomillo; y los biocidas: benomil, carbendazim, cloruro de benzalconio,
mancozeb, nistatina y vinclozolin. Se utilizd una técnica previamente
descripta, que consiste en administrar el producto formulado a abejas en
laboratorio y evaluar la mortalidad a los 24, 48 y 72 h. Se observo mayor
mortalidad en los experimentos de otofio. Ajedrea, menta y orégano se
presentaron dentro del rango de productos “altamente tdxicos”; la esencia
de lemongrass, “levemente téxico”; y el tomillo, “virtualmente no téxico”.
Dentro del grupo de los biocidas, el carbendazim se comporté como
“altamente téxico”; vinclozolin y nistatina, “levemente toxicos” y cloruro de
benzalconio, mancozeb y benomil como productos “virtualmente no
toxicos”.

PALABRAS CLAVES: DLsg, aceites esenciales, biocidas, Ascosphaera apis,
Apis mellifera L.
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ABSTRACT.

Chalkbrood is a disease of the honeybee (Apis mellifera L) caused by the
fungus Ascosphaera apis that transforms larvae into mummies. Essential
oils have showed antimicrobial activity and have been used in the control of
chalkbrood. Moreover, world-wide, great number of synthesized products
have been assayed but no one has resulted 100% effective. The objective
of the present study was to determine Median Lethal Dose (LDsp) of some
essential oils and biocides on adult honeybee in autumn and spring, all
previously evaluated in vitro, for control of A. apis. Essential oils tested
were: ajedrea, lemongrass, mint, oregano and thyme; and the biocides:
benomyl, carbendazim, benzalkonium chloride, mancozeb, nystatin and
vinclozolin. We used a technique previously described consisting in the
administration of formulated products to honeybees in laboratory,
evaluating mortality after 24, 48 y 72 h. High mortality level was observed
in experiments developed in autumn. Ajedrea, mint and oregano essences
were considered in the product-ratio as "highly toxic"; lemongrass essential
oil, "slightly toxic"; and thyme, "virtually nontoxic." Within the group of
biocides, carbendazim behaved as "highly toxic"; vinclozolin and nystatin,
"slightly toxic" and benzalkonium chloride, mancozeb and benomyl
products as "virtually non-toxic."

KEY WORDS: LDsy, essential oils, biocides, Ascosphaera apis, Apis
mellifera L.

INTRODUCCION

La ascosferosis o cria yesificada es una enfermedad fungica de la abeja
melifera (Apis mellifera L.) causada por el hongo Ascosphaera apis
(Maassen ex Claussen) (Spiltoir and Olive, 1955), que produce Ila
momificacion de las larvas. Ingresd en Argentina en 1978 (Rossi et al.,
1980) y rapidamente se disemind por todo el pais (Carranza et al., 1994).

La infeccidon con cria yesificada ocurre casi exclusivamente cuando las
larvas de 4 - 5 dias de edad consumen las esporas de A. apis que
germinan y crecen dentro del lumen intestinal, probablemente activado por
el CO, de los tejidos y por accibn mecanica y enzimatica (Theantana &
Chantawannakul, 2008). ElI micelio comienza a crecer, atraviesa la
membrana peritréfica, y en la hemolinfa, con mayor tensidon de oxigeno,
esporula nuevamente. Las pupas muertas en el interior de las celdas
operculadas se cubren de un micelio algodonoso blanco, se secan, y
finalmente se transforman en momias blancas, o en momias negras si
ocurre la reproduccion sexual. Los cuerpos de fructificacién estan
conformados por esporocistos globosos, que contienen ascoscistos con
aproximadamente 10® - 10° ascosporas (Hornitzky, 2001), muchas de las
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cuales son removidas de las celdas al exterior de la colmena por las abejas
limpiadoras.

Las esporas del hongo se encuentran presentes en la miel y el polen
almacenado en la colmena, cuadros, gotas de agua y en el aparato
digestivo de las abejas adultas. El proceso de trofalaxia facilita la
diseminacion de las esporas entre las abejas adultas y la cria (Gilliam &
Vanderberg, 1997).

Las larvas de abeja melifera pueden ser alimentadas con esporas de A. apis
y no desarrollar la enfermedad; deben darse otras condiciones
predisponentes como el enfriamiento del nido de cria por debajo de 35 °© C,
aumento de la relacion cria/abeja adulta por rapida expansién de las
colonias en primavera, colmenas incentivadas, produccién de ndlcleos,
debilitamiento de las colonias por presencia de varroasis, loque europea y
virosis (Borum & Ulgen, 2008). Glinski y Buczek, (2003) citaron, a la
inmunidad de la colonia de abejas y el potencial genético de las reinas
como otro factor que incide en el desarrollo de la enfermedad. Las
caracteristicas de agregacion de las esporas del hongo, las hace muy
resistentes y dificulta encontrar un tratamiento eficaz para su control.
Cualquier antifungico utilizado, natural o de sintesis, debe ser consumido
por las abejas nodrizas, pasar a la hemolinfa y de alli ser transferido a las
larvas a través de su inclusidon en la jalea real durante los tres primeros
dias de vida y en este proceso se pierde gran parte del farmaco
incorporado. Asimismo, es suministrado con la papilla de miel y polen en la
etapa final de estado larval.

A nivel mundial se han probado gran cantidad de productos de sintesis para
el control de cria yesificada in vitro (Mourad et al, 2005) y a campo
(Matasin & Zeba, 2002), pero ninguno ha resultado 100 % eficaz (Craig &
Wendy, 2003). Muchos investigadores han sugerido que la aplicacién de
fungicidas produce pérdidas de abejas después de su aplicacion (Fletcher &
Barnett, 2003) e incremento de la mortalidad.

Las plantas aromaticas han sido usadas tradicionalmente en medicina
natural y su uso se ha extendido a los alimentos, mostrando inhibicién de
bacterias, hongos y levaduras. El control de parasitos y patégenos de la
abeja melifera con sustancias naturales es de fundamental importancia, ya
que la miel es el principal producto de la colmena y debe estar libre de
cualquier contaminante (Aronstein & Hayes, 2004; Mourad et al., 2005).
Los aceites esenciales poseen menos efectos nocivos para el medio
ambiente y reciben mejor aceptacion por parte del publico por ser
productos naturales, perfectamente compatibles con la obtencion de
alimentos organicos.

Los aceites esenciales, productos del metabolismo secundario de algunas
plantas, estan formados por mezclas complejas de mono y sesquiterpenos
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principalmente, y constituyen una alternativa para el control de algunas
enfermedades. Se ha demostrado que son eficaces para el control de in
vitro de: Paenibacillus larvae (Fuselli et al, 2006), A. apis (Bailac et al,
2007) y Varroa destructor (Ruffinengo et al, 2007). Otros autores han
probado los aceites esenciales en colonias de abejas para el control de la
ascosfaerosis, loque americana (Albo et al, 2003) vy varroasis (Floris et al,
2004). Si bien algunas investigaciones avalan el éxito de su utilizacidon en
colmenas para el control de diferentes patologias de la abeja melifera, se
presentan algunas dificultades en las colonias de A. mellifera L., como el
recambio de reinas (Albo et al, 2003).

Por otra parte se ha estudiado la toxicidad oral aguda de algunos fungicidas
(Ladurner et al, 2005) y esencias sobre abeja melifera adulta (Albo et al,
2008; ICBB, 1985) y sobre larvas (Reynaldi et al, 2005; Pettis et al, 2004).
Otros investigadores han tratado de estandarizar el efecto de las esencias
naturales sobre la abeja melifera.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la DLso de aceites esenciales
y biocidas, previamente evaluados in vitro, para el control del hongo A. apis
en abeja melifera adulta en dos épocas del afio: otofio y primavera.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,
Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina (Latitud 359 52’
S, Longitud 579 58’ O) en los meses de marzo y septiembre de 2008. Se
probaron aceites esenciales y biocidas que resultaron eficaces en ensayos
previos, para el control de A. apis (Carranza et al, 1996).

Los aceites esenciales empleados fueron: lemongrass o pasto limon
(Cymbopogon citratus D.C. Stapp), Fam. Poaceae; menta (Mentha piperita
L.), orégano (Origanum vulgare L.), ajedrea (Satureja hortensis L.) vy
tomillo (Thymus wvulgaris L.), todas ellas de la Fam. Lamiaceae. Los
ejemplares de ajedrea provinieron de Calingasta, Provincia de San Juan y
las restantes especies de la zona de la Plata.

Los aceites esenciales se extrajeron mediante hidrodestilacidn, utilizando
trampa tipo Clevenger (Real Farmacopea Espanola, 1997).

Con respecto a los biocidas, se seleccionaron los siguientes productos:
benomil (metil 1-butil-carbamoil-2-bencimidazol carbamato), Benlate (PM
al 50 %), Laboratorio Dupont; carbendazim [(2-metoxicarbamoil)-
benzimidazol)], Chemcarb (LS al 50 %), Laboratorio Chemiplant; cloruro de
benzalconio (cloruro de alkyl-dimetil-benzil-amonio), Laboratorio Sigma;
nistatina (dihidrato de nistatina 98%) Laboratorio Fluka; mancozeb (etileno
bisditiocarbonato de manganeso coordinado con iones de zinc), Dithane M-

Dosis Letal Media (DLsg) de algunos aceites esenciales y biocidas efectivos para el control de
scosphaera apis en Apis mellifera L.
ttp://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n101010/101008.pdf




REDVET. Revista electrénica de Veterinaria 1695-7504 5
2010 Volumen 11 Ndmero 10

80 (PM al 80 %), Laboratorio Basf; y por ultimo vinclozolin [3-(3,5
diclorofenil)-5-etenil-5metil-2-4 oxazolindional], Ronilan (PM al 50 %),
Laboratorio Basf.

Los estudios de toxicidad sobre abeja melifera adulta se realizaron
utilizando la técnica descripta por Alippi et al (1999). Los aceites esenciales
se formularon en sacarosa al 50% utilizando como emulsionante 5% de
propilenglicol v/v y los biocidas fueron disueltos en una solucion de
sacarosa al 50% p/v. Se realizaron dos experimentos: uno en otoho y otro
en primavera de 2008, con un disefio enteramente al azar de 63
tratamientos y 10 repeticiones por tratamiento. Las concentraciones fueron
expresadas en microgramos de principio activo por abeja (ug p.a/abeja).
Los tratamientos fueron: T, ajedrea 5, 10, 20, 25 y 30 (ug p.a./abeja); T»
lemongrass 2.5, 5, 7.5, 12.5, y 15 (ug p.a./abeja); Ts menta 3.5, 7, 10.5,
14, 21 (ug p.a./abeja); T4 tomillo 3.5, 7, 14, 17.5 y 21 (Jg p.a./abeja); Ts
orégano 3.5, 7, 10.5, 14, 21 (ug p.a./abeja); Te benomil 6, 7, 8, 9 y 11 (ug
p.a./abeja); T mancozeb 2, 3, 5, 6, y 7 (Mg p.a./abeja); Tg cloruro de
benzalconio 3, 4, 5, 7 y 8 (ug p.a./abeja); Tg carbendazim 1, 2, 3, 4,y 6
(Mg p.a./abeja); Tio nistatina 3, 4, 5, 6 y 7 (Ng p.a./abeja); Ti11 vinclozolin
3,4,5 6y 7 (ug p.a./abeja); Ti, testigo (esencias), sacarosa al 50% p/v
+ propilenglicol al 5% v/v como emulsionante y T;3 testigo (biocidas),
sacarosa al 50% p/v y dimetoato fue usado como testigo toxico standard a
0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32 y 0.64 (Mg p.a./abeja) (Gough et al, 1994).

Las dosis probadas en estos ensayos de toxicidad fueron seleccionadas de
acuerdo con la metodologia utilizada por Alippi et al, (1999) y se tuvieron
en cuenta resultados obtenidos en ensayos in vitro realizados
anteriormente por los mismos autores (observaciones no publicadas).

La variable de estudio fue el nimero de abejas muertas/frasco a las 24, 48
y 72 horas, y se expres6 como porcentaje de mortalidad. Finalmente las
dosis letal media (DLsoy) fueron calculadas por “"PROBIT Analysis” (Collet,
1981) y las correcciones de mortalidad de Abbott, usando el paquete
estadistico EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM. Version 1.5.

RESULTADOS

La DLso a las 24, 48 y 72 h para el dimetoato fue de 0.27, 0.22 y 0.17 pug
p.a./abeja respectivamente, encontrandose dentro del rango esperado para
componentes altamente téxicos (Gough et al., 1994). La DLso (p < 0.05)
para los aceites esenciales y biocidas a las 24, 48 y 72 h se detallan en las
Tablas I y II respectivamente. Los resultados obtenidos presentan mayor
mortalidad en los experimentos de otofio respecto de los de primavera,
tanto en los aceites esenciales como en los biocidas.
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Tabla I. Toxicidad de cinco aceites esenciales sobre abeja adulta de Apis
mellifera, L. expresados como DLsg (p < 0.05) a las 24, 48 y 72 h
posteriores a su aplicacion.

DL50 DI—SO
Producto (ng p.a.Zabeja) (ng p.a.Z/abeja)
Administrado Abejas de otofio Abejas de primavera

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

Ajedrea 0.182 0.140 0.100 0.266 0.200 0.143
Lemongrass 61 50 52 Vnt Vnt 75
Menta 0.130 0.102 0.080 7.890 6.904 6.300
Tomillo Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt
Orégano 0.840 0.735 0.522 3.38 3.10 2.97

Vnt: virtualmente no téxico (> 100 ug p.a./abeja); Lt: levemente téxico (10 — 100 g
p.a./abeja); Mt: moderadamente toxico (1 — 10 ug p.a./abeja); At: altamente toxico (< 1
ug p.a./abeja).

Los valores presentados en esta tabla han sido generados por el paquete estadistico EPA
PROBIT, version 1.5. La clasificacion de rangos de toxicidad utilizada en la determinaciéon
de DLsg, es la propuesta por la International Commission for Bee Botany (ICCB, 1985).

Las esencias de ajedrea y menta aplicadas en otoho y primavera, y
orégano en otono son las esencias que mostraron mayor toxicidad; todas
ellas presentaron niveles de DLsg inferiores a 1 ug p.a./abeja a las 24, 48 y
72 h (Tabla I) por lo tanto se encuentran dentro del rango de productos
“altamente tdéxicos” segun la International Commission for Bee Botany
(ICCB, 1985). Sin embargo en primavera, el orégano se comporté como un
producto “moderadamente téxico” en los tres tiempos de evaluaciéon (Tabla
I). El aceite esencial de lemongrass se presentd como una esencia
“levemente toxica” en otofio; en primavera, “virtualmente no téxica” a las
24 y 48 h y “levemente téxica” a las 72 h (Tabla I). La DLso del tomillo en
los ensayos de otofio y primavera, para todos los tiempos de observacion,
fue superior a 100 ng p.a./abeja, por lo que se consideraria un producto
“virtualmente no téxico” segun la ICCB.

El carbendazim se presentdé como el biocida de mayor mortalidad en los
tratamientos de otofio, después de las 48 y 72 h, correspondiendo a un
producto “altamente toxico”. La toxicidad a las 24 h no pudo ser
determinada. En primavera tuvo el comportamiento de un producto
“virtualmente no téxico” a las 24 h, pero a las 48 y 72 h pasd a ser un
producto “altamente téxico” (ICCB, 1985), probablemente esto se produzca

Dosis Letal Media (DLsg) de algunos aceites esenciales y biocidas efectivos para el control de
scosphaera apis en Apis mellifera L.
ttp://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n101010/101008.pdf




REDVET. Revista electrénica de Veterinaria 1695-7504 7
2010 Volumen 11 Ndmero 10

por un efecto retardado en el consumo (Tabla II). La nistatina y el
vinclozolin fueron productos que se comportaron como “levemente toxicos”
aplicados en otofo, y “virtualmente no tdxicos” en primavera. Los Unicos
biocidas que se comportaron como “virtualmente no téxicos” en las dos
estaciones fueron el mancozeb, cloruro de benzalconio y benomil (Tabla II).

Tabla 11. Toxicidad de seis biocidas sobre Apis mellifera, L. expresados
como DLso (p < 0.05) a las 24, 48 y 72 h posteriores a su aplicacion.

DLso DLso
Producto (ng p.a.Z/abeja) (ng p.a.Z/abeja)
Administrado Abejas de otofio Abejas de primavera
24h 48h 72h 24 h 48 h 72h
Mancozeb Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt
Clor. Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt

Benzalconio
Carbendazim N/D 0.025 0.006 113.014 0.394 0.383

Nistatina 17.13 14.39 13.776 Vnt Vnt Vnt
8 6

Vinclozolin 15.16 14.23 14.04 Vnt Vnt Vnt
9

Benomil Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt Vnt

Vnt: virtualmente no téxico (> 100 ug p.a./abeja); Lt: levemente téxico (10 — 100 g
p.a./abeja); Mt: moderadamente toxico (1 — 10 ug p.a./abeja); At: altamente toxico (< 1
ug p.a./abeja); N/D: no determinado.

Los valores presentados en esta tabla han sido generados por el paquete estadistico EPA
PROBIT, version 1.5. La clasificacion de rangos de toxicidad utilizada en la determinaciéon
de DLgo, es la propuesta por la International Commission for Bee Botany (ICCB, 1985).

DISCUSION

El uso de un producto quimico para el control de una enfermedad a largo
plazo, es probable que dé lugar al desarrollo de resistencia del patégeno al
principio activo. El empleo de un producto natural o de sintesis, que
controle la cria yesificada y no produzca residuos, brindaria ventajas a los
apicultores. El control eficaz de la ascosfaerosis requerira, probablemente,
una combinacion de estrategias (Craig & Wendy, 2003)

Un compuesto utilizado para el control de la cria yesificada debe tener tres
caracteristicas: primero, controlar totalmente la enfermedad o mantenerla
por debajo del indice de infeccion natural (Hornitzky, 2001); segundo, el
control debe ser de facil aplicacién, los tratamientos semanales y la
limpieza de los pisos de las colmenas, no son medidas practicas para los
apicultores comerciales y tercero, el control debe ser menos costoso que la
pérdida natural debido a la enfermedad.
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Los estudios de eficacia “in vitro” no son suficientes para decidir sobre la
utilizacién de un producto nuevo en la colmena, ya sea de sintesis o
natural. Es necesario realizar investigaciones complementarias sobre la
toxicidad de esas sustancias en los individuos de la colonia, abejas adultas,
larvas y pupas (Albo et al., 2008; Reynaldi et al., 2005). Ademas se
requiere establecer estrategias de manejo, dosis adecuadas y momento
oportuno de aplicacion del medicamento, que suministre a la colmena
tratamientos no téxicos y que no dejen residuos, ni sabor a la miel.

Los aceites esenciales presentan resultados aceptables en ensayos in vitro,
sin embargo, muy pocos de ellos han probado su eficacia cuando son
aplicados en ensayos de campo (Gende et al., 2008). La variacion de las
condiciones ambientales y de la colonia, afectan su eficacia y hacen dificil
predecir el éxito de muchos tratamientos. Por otra parte se dificulta
conseguir esencias estandarizadas. Asimismo reducen el riesgo de la
aparicion de residuos en la miel. (Lodesani & Costa, 2005).

Los resultados observados en esta investigacion, que presentan a la
ajedrea como una esencia “altamente tdéxica”, difieren de los obtenidos por
otros autores en estudios de eficacia a campo, donde no observan
mortalidad de abejas con la aplicacion de Satureia montana (Higes et al,
1998). Por otra parte, la toxicidad de la ajedrea fue determinada en el
estadio de huevo de la abeja (Reynaldi et al, 2005) que la definié como
altamente tdéxica. Asimismo, se considerd al tomillo como altamente toxico
y al lemongrass como moderadamente tdéxico para larvas. Pohorecka
(2004) inform6 que la aplicacién de la esencia de orégano (Origanum
vulgare) produjo mortalidad mayor al 80% en la abeja melifera. En
recientes estudios efectuados para determinar la toxicidad oral aguda en
abeja melifera adulta de esencias puras efectivas “in vitro” para el control
de P. larvae, no se pudo determinar la DLsg de las esencias de ajedrea,
tomillo, lemongrass y orégano, no obstante, la mayor mortalidad se
produjo con dosis bajas, 5 pg p.a./abeja en ajedrea, 3 pug p.a. en orégano,
2 ug p.a. en lemongrass y 8 pg p.a. en tomillo. La reducida mortalidad en
dosis altas podria ser debida a la evaporacién y baja palatabilidad de la
esencia (Albo et al, 2003). Posteriormente, otros experimentos sobre abeja
adulta, en los que se utilizd la mezcla de lemongrass - tomillo, se
determinaron valores de DLsp de 16.23, 21.51 y 23.55 pg p.a. a las 24, 48
y 72 h respectivamente (Albo et al, 2008), correspondiendo al rango de
productos “moderadamente toxicos” (ICBB, 1985). Otros autores han
demostrado la alta toxicidad del componente citral, y de los aceites
esenciales de ajedrea y tomillo, en tanto que el lemongrass resultd
moderadamente toxico. Imdorf (1994) evalud, en jaulas con 100 abejas, la
toxicidad de 5-15 ug de timol y 20-60 pg de mentol (componentes de
esencias). Ninguno producia pérdida sensible de abejas. Otros
investigadores encontraron que el timol (componente de la esencia de
Thymus spp.), es ampliamente utilizado en apicultura con alta efectividad
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para el tratamiento de la varroasis, y bien tolerado por las abejas (Mikijuk,
1983). Este dato es muy importante, debido a la susceptibilidad de las
abejas a algunos aceites esenciales (Lindberg et al, 2000).

Los biocidas en general, son poco recomendados para el tratamiento de A.
apis, porque el uso inadecuado puede dejar residuos en los productos de la
colmena, principalmente en la miel. Sin embargo los resultados obtenidos
en este estudio demostraron que el benomil, cloruro de benzalconio y
mancozeb fueron productos “virtualmente no toxicos”, tanto en los ensayos
realizados en otono y como los de primavera. Ladurner et al. (2005)
demostré que el benomil administrado en altas dosis no afectd la
supervivencia de A. mellifera. Otras investigaciones determinaron una alta
efectividad in vitro sobre larvas, extraidas y colocadas en tubos, tratadas
con concentraciones de 0.1; 0, 0.1; 0.005 y 0.001 % de nistatina e
incubadas a 30 C° por 3-5 dias. Posteriormente se comprobd que la
aplicacién a campo de 250 ppm de nistanina no resultd téxica en abejas
adultas, larvas y/o reinas, aunque al aumentar las dosis de 500, 1000 y
2000 ppm, se produjo alta mortalidad. Por otro lado, no se encontraron
residuos después de 7 - 14 dias en la miel de las colmenas tratadas.

El mancozeb no es téxico para abejas (Riyue Chemical Limited, 2008) El
benomil se degrada rapidamente al methyl-2-carbamato de bencimidazol
(carbendazim). Se hidroliza en menos de 2 haun pH 5, 7, y 9. Por otra
parte el carbendazim es un fungicida sistémico de amplio espectro, que
controla el grupo de los Ascomycetes. Con respecto a su residualidad se
degrada en 1-2 meses en medio acuoso aerobio. Residuos de carbendazim
y de sus metabolitos se han hallado en el suelo (Anastassiades & Schwack,
1998)

Estos biocidas podrian ser utilizados en otofio, para que el periodo de
carencia sea prolongado. Sin embargo es necesario efectuar estudios
complementarios de residualidad en miel y cera.

Estos resultados de toxicidad oral aguda sobre abeja melifera adulta (DLsg)
de productos con probada eficacia in vitro, serian una alternativa al manejo
de la ascosfaerosis a campo. La utilizacion de aceites esenciales seria la
opcidon de primera instancia, ya que no generan residuos en miel; sin
embargo, ante brotes de esta micosis, los productos quimicos de sintesis
deben tenerse en cuenta como otra posible forma de control. Para esto es
necesario conocer su eficacia in vitro, a campo, la mortalidad en larvas y
abejas adultas, y su periodo de carencia, de forma tal de evitar residuos en
miel.
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