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Resumen: Se evallo la concentracion inhibitoria minima (CIM) del aceite esencial de Cymbopogon
citratus y cinco diluyentes sobre cultivos de Ascosphaera apis. Se determind la toxicidad en abejas
adultas y se calculd el radio de selectividad de la formulacion aceite esencial-diluyente. Se determi-
né la CIM mediante difusion en agar MY20 de 28 aislados de A. apis de Argentina y Chile con los
diluyentes Tween 80, dimetilsuféxido (DMSO), propilenglicol, alcohol 70° y agua en concentraciones
150, 250, 500 y 750 mg/l, formuladas en 2,5 % del diluyente v/v. La toxicidad oral aguda sobre la
abeja melifera adulta se evaluo para la combinacion de C. citratus con propilen glicol y con alcohol
70°, usando dimetoato como control toxico. El alcohol 70° resultd ser el mejor diluyente para el
C. citratus, ya que present6 una CIM,, de 250 mg/l, fue “virtualmente no toxico” para abejas adultas
y presento un radio de selectividad de 6 pL/abeja a las 72 horas, transformandolo en la formulacion
aceite esencial-diluyente menos téxica para el control de A. apis en colonias de abejas.

Palabras clave: Ascosphaera apis, Apis mellifera, Cymbopogon citratus, diluyentes, sensibilidad
in vitro

Abstract; The minimal inhibitory concentration (MIC) of the essential oil of Cymbopogon citratus and
five diluents against Ascosphaera apis crops was evaluated. Toxicity in adult bees was determined.
Also, the selectivity ratio of the essential oil-diluents’ formulation was calculated. The MIC was de-
termined by agar diffusion in MY20 medium against 28 isolates of A. apis from Argentina and Chile.
Diluents Tween 80, dimethyl sulfoxide (DMSOQO), propylene glycol (PG), alcohol 70° and water at the
concentrations 150, 250, 500 and 750 mg/l, formulated in the diluent 2.5 % v/v were used. The acute
oral toxicity on adult honey bee was tested for C. citratus in combination with PG and alcohol 70°, using
dimethoate as toxic control. Alcohol 70° was the best diluent for C. citratus since it exhibited a MIC,,
of 250 mgl/l, was “virtually non-toxic” for adult bees and showed a selectivity ratio of 6 uL /bee at 72
hours, being the essential oil-diluent formulation least toxic to control A. apis in honey bee colonies.
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Introduccién

La Republica Argentina es el segundo productor
mundial de miel, con una produccién media de 65.000
toneladas, de la cual se exporta cerca del 90 %, por
un valor aproximado de 195 millones de ddlares (FAO
2014). En este sentido, las abejas meliferas (Apis
mellifera, L.) no solo producen miel sino que aseguran
la polinizacion de mas del 80 % de los cultivos que
proveen alimentos para el hombre en el mundo. Sin
embargo, este eslabdn tan importante en los procesos
ecoldgicos y la economia mundial, se ve afectada
por una gran cantidad de enfermedades infecciosas.
Entre ellas, las infecciones fungicas causadas por As-
cosphaera apis (Maassen ex Claussen) Olive & Spiltoir
(Spiltoir 1955, Spiltoir y Olive 1955) y Aspergillus spp.
(Jensen et al. 2013) son las micosis mas frecuentes
que afectan a las larvas de las abejas causando la
cria yesificada y cria pétrea, respectivamente. Parti-
cularmente, A. apis puede causar una mortandad de
hasta un 80% de la cria, generando pérdidas en la
produccién de miel que oscilan entre un 5y un 37 %
(Zaghloul et al. 2005). Desde su deteccién en la Ar-
gentina, en el afio 1978 (Rossi y Carranza 1980), ala
fecha existe escasa informacion sobre la prevalencia
de la enfermedad en el pais (Reynaldi et al. 2003).
Sin embargo, en relevamientos recientes realizados
en la provincia de Buenos Aires se determind que la
prevalencia de la infeccion llega al 7 % (com. pers.
Guardia Lopez A, 2014). En la actualidad, el proceso
infeccioso no solo no se logré erradicar, sino que por
el contrario, se extendi6 a otras zonas geograficas en
el mundo (Arostein y Murray 2010). En Argentina se
la encuentra en todas las zonas productoras del pais,
posiblemente debido a la trashumancia de colmenas
(Reynaldi et al. 2003). Algunos investigadores consi-
deran que el avance del patdégeno en nuestro pais se
debe, entre otras razones, a la poca resistencia natural
que encontrd el hongo para diseminarse.

La enfermedad afecta solo a los estadios larva-
les de las tres castas de abejas (obreras, zanganos y
reina) y no a los individuos adultos. La via de infeccion
de las larvas (particularmente las de 3° y 4° estadio)
es a través del aparato digestivo y se inicia con el
consumo de alimento contaminado con esporas de
A. apis. Una vez en el intestino medio las esporas
del hongo germinan, probablemente activadas por el
tenor de CO, (Aronstein y Murray 2010). Las larvas
infectadas reducen, y finalmente detienen, el consumo
de alimento. Recientemente, se identificaron ciertas
enzimas producidas por A. apis que estan implica-
das en la penetracion de la membrana peritréfica de
las larvas (Teanthana y Chantawannakul 2008). La
muerte ocurre como resultado de dafios mecéanicos
y enzimaticos, desorganizacion en la circulacién de
la hemolinfa e intoxicacion general. Finalmente, el

cuerpo de la larva se cubre de un micelio algodonoso
blanco que ocupa el extremo posterior de la larva o
prepupa pero no la cabeza, que puede desprenderse
del cuerpo al extraer una larva. Las larvas muertas se
desecan y transforman en cuerpos yesosos.

Para el control de la cria yesificada, tanto in vitro
como a campo, se han evaluado numerosos y variados
productos quimioterapeuticos; sin embargo, ninguno
resultd 100 % eficaz (Davis y Ward 2003). Mas aun,
algunos investigadores sugieren que la aplicacion de
fungicidas sintéticos produce incremento de la morta-
lidad con la consiguiente pérdida de abejas (Mullin et
al. 2010). Ademas, los fungicidas pueden contaminar
la colonia y reducir la presencia de hongos benéficos
como Aspergillus, Penicillium, Cladosporium y Rhizo-
pus, que juegan un papel critico en la manufactura del
alimento de las abejas, produciendo la fermentacion
fungica del polen. Por esta razén, se han comenzado
a estudiar otras alternativas para controlar la enferme-
dad como son las técnicas de manejo y profilaxis de las
colonias y el uso de abejas resistentes a la infeccion
por A. apis. La mejora del estado nutricional de las
colonias, en conjunto con el reemplazo del 30 % de los
cuadros de cria y alzas melarias de la colmena infec-
tada, resultan medidas efectivas para reducir la carga
esporular en la colmena (Aronstein y Murray 2010).

Estudios recientes proponen el uso de produc-
tos naturales y ecolégicamente seguros para el con-
trol de la cria yesificada. Entre ellos, los compuestos
antimicrobianos derivados de plantas y los aceites
esenciales extraidos de plantas aromaticas resultan
alternativas interesantes para el control de la infeccion.
Asimismo, la presencia de otros hongos asociados
con abejas (Penicillum spp., Aspergillus spp, Bacillus
spp.) favorece el equilibrio y sanidad en la colmena.
En este sentido, los productos naturales son una
excelente alternativa a los pesticidas sintéticos ya
que permiten controlar la infeccion, disminuyendo el
impacto negativo en el medio ambiente y la miel de
consumo humano.

Los aceites esenciales han demostrado ser
eficaces para el control de las enfermedades de A.
mellifera L., tales como loque americana (Roussenova
2011), varroasis (Umpiérrez et al. 2013); nosemosis
(Porrini et al. 2011) y cria yesificada (Klousek et al.
2012). Asimismo, el uso de sustancias naturales es
de fundamental importancia, ya que impide la conta-
minacién de los productos de la colmena (Mullin et
al. 2010). Actualmente, se desconoce la existencia
de resistencia a los aceites esenciales; aunque de
presentarse, su aparicion seria mas lenta que lo ob-
servado con los otros farmacos usados en apicultura
(Maggi et al. 2009).

Los objetivos del trabajo fueron: 1) determinar
la concentracion inhibitoria minima (CIM) de un aceite
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esencial de C. citratus con el uso de cinco diluyentes
sobre 28 aislados de A. apis; 2) calcular la dosis letal
media (DL,,), sobre la abeja melifera adulta, de C.
citratus con el diluyente que menos afecta la actividad
inhibitoria del aceite esencial y 3) establecer el radio
de selectividad del aceite esencial y sus diluyentes
sobre la abeja adulta.

Materiales y métodos

Pruebas de sensibilidad in vitro del aceite
esencial de C. citratus con distintos diluyentes
sobre A. apis.

El aceite esencial evaluado fue extraido del
“lemongrass” (C. citratus (DC) Stapf), Fam. Poaceae.
La extraccion se realiz6 por hidrodestilacion Clevenger
(Norma IRAM 18729) del material de oreado (humedad
10-15%) a partir de hojas de lemongrass cultivadas
en la zona de La Plata, provincia de Buenos Aires,
Argentina.

Se estudid la efectividad del aceite esencial con
cinco diluyentes sobre 28 aislados de A. apis, proce-
dentes de las provincias argentinas de Buenos Aires
(n=14), Cérdoba (n=5), Neuquén (n=1), La Pampa
(n=3)y las regiones IX 'y X de Chile (n=5). Los aislados
pertenecen a la coleccion de cultivos del Curso de
Produccion Animal I, Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, Universidad Nacional de La Plata (FCAyF,
UNLP), y fueron identificados en estudios previos a
partir de larvas enfermas, yesificadas y otras aisladas
de miel. Conservacion: los aislados fueron conserva-
dos a -20 °C en viales con glicerol al 20 % en agua
destilada estéril. Para la realizacion de los ensayos se
tomo una alicuota del cultivo original y se mantuvo a
4 °C hasta su uso.

Se determind la CIM in vitro del aceite esen-
cial de C. citratus sobre 28 aislados de A. apis con
el empleo de cinco diluyentes. Se utilizd el método
de difusion en agar (CLSI 2010). Como diluyentes
se seleccionaron: Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA),
dimetilsuféoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich), propilengli-
col (PG) (Sigma-Aldrich, EUA), alcohol 70° y agua. El
control de crecimiento fue en medio MY20 mas los
aislados estudiados.

Aceite esencial

Se evaluod C. citratus en las concentraciones
150, 250, 500 y 750 mg/l, formulado en 2,5 % del
diluyente v/v. Luego, cada concentracion se adiciono
al medio de cultivo MY20 [(glucosa al 20% (Britania,
Argentina), agar 2 % (Britania, Argentina), extracto de
malta 0,3 % (Sigma-Aldrich, EUA), extracto de leva-
dura 0,3 % (Sigma-Aldrich, EUA) y peptona de carne
0,5 % (Sigma-Aldrich, EUA)] previamente atemperado

Sensibilidad y toxicidad de aceite esencial en abejas

a 40 °C. Se prepararon las placas para todas las for-
mulaciones aceite esencial/diluyente. Se efectuaron
2 repeticiones por tratamiento.

Inéculo

Las cepas en cultivo puro se incubaron durante
7-10 dias a 35 °C en placas de Petri con el medio de
cultivo MY20. Se realizé una observacion microsco-
pica para confirmar la presencia de esporocistos con
objetivo 40 X. A partir del cultivo de A. apis se tomo
una alicuota con ansay se realiz6 una suspension en
un tubo con 5 ml de agua destilada estéril. Con el fin
de liberar las ascas y ascosporas contenidas en los
esporocistos, se agregaron 5 perlas de vidrio estériles
en la suspension y se procedio a la agitacién mediante
un vortex durante 30 seg y posterior centrifugacion a
3500 rpm durante 5 min. A partir de esta suspension
de ascosporas, se preparé un indculo final que con-
tenia aproximadamente 0,4-5 x 10* UCF/ml, que es el
tamafio de in6culo establecido para los hongos mice-
liales en los documentos de referencia M38-A2 (CLSI
2010) y M51-A del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2010). La siembra del indculo se realizé
con ayuda de hisopo de algodon estéril embebido en
la suspension y posterior dispersion sobre las placas
con medio MY20. Las placas sembradas fueron incu-
badas a 35 °C durante 7 dias promedio. Luego, con
ayuda de sacabocado estéril se retiraron trozos del
cultivo de 7 mm de diametro y se depositaron sobre
la superficie de las placas de 15 cm de diametro con-
teniendo medio MY20, y las distintas formulaciones
aceite esencial/diluyente. Control de crecimiento: en
cada placa se evaluaron cinco aislados de A. apis de
diferentes origenes geograficos.

Las placas fueron incubadas a 35 °C en oscu-
ridad y leidas a 24, 48, 72 y 144 horas. El ensayo se
realizé por duplicado.

Lectura

La lectura fue visual y el tamafio del halo (en
mm) se midio con calibre. Se considero la CIM, como
la concentracién mas baja de aceite esencial capaz
de provocar el 50 % o mas de inhibicion al compararlo
con el control de crecimiento y la CIM,,, es decir, la
concentracion mas baja que produce el 90 % o mas
de inhibicién.

Interpretacion de los resultados

Al no existir puntos de corte para ningun aceite
esencial no fue posible categorizar a los aislados como
sensibles o resistentes. Se calculé la CIM, y la CIM

Se utilizé el analisis de Varianza vy, posterior-
mente, el test de Tukey (p <0,05).
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La toxicidad oral aguda en abeja melifera
adulta

Los ensayos de toxicidad oral aguda del aceite
esencial C. citratus sobre abeja melifera adulta, se rea-
lizaron en abril de 2014 en el laboratorio del Curso de
Producciéon Animal | de la FCAyF, UNLP, Buenos Aires,
Argentina. Se empled la técnica propuesta por OEPP/
EPPO (2010), con modificaciones y su resultado fue
expresado como DL, (ug p.a./abeja). La clasificacion
de rangos de toxicidad utilizada en la determinacion de
DL,, fue la propuesta por la International Commission
for Bee Botany (ICBB 1985).

Brevemente, se recolectaron abejas pecorea-
doras de colmenas a campo que se anestesiaron con
CO, para introducirlas en los frascos de prueba (la
unidad experimental). En cada frasco se incluyeron
10 abejas. Se dejaron recuperar y se reemplazaron
los individuos con poca vitalidad. Se realizaron 10
repeticiones por tratamiento. Las abejas fueron alimen-
tadas con 200 pL de una solucién de sacarosa (50%
p/v en agua destilada estéril) mas la correspondiente
dosis del aceite esencial con su diluyente. Cada abe-
ja consumio en promedio 20 yL de la formulacion.
Los preparados se dejaron 5 horas para garantizar
su consumo. Posteriormente, se reemplazaron los
alimentadores por otros, con una preparacion de 3 gra-
mos de una mezcla de glucosa y azucar impalpable,
cantidad suficiente de alimento hasta la finalizacion
del ensayo luego de 72 horas. Para los ensayos in
vivo de DL, se tomaron como base los resultados de
sensibilidad in vitro obtenidos en este trabajo a los que
se les realizé una posterior transformacion a ug p.a./
abeja de acuerdo a Albo et al. (2003). Asimismo, se
realizaron ensayos previos de palatabilidad en abeja
adulta con los diluyentes y C citratus. El Tween 80 fue
descartado porque no resulté palatable para las abejas
(Albo, datos no publicados) y el DMSO se eliminé por
ser el diluyente con mayor efecto inhibidor “per sé¢”
que el aceite esencial. Con el propésito de disponer
de dos diluyentes alternativos para calcular la DL, de
C. citratus sobre la abeja adulta, se seleccion6 alcohol
70°, ademas del PG. Se realiz6 un ensayo con 6 trata-
mientos (T, a T,): T, sacarosa 50 % p/v como control
blanco; T, sacarosa 50% p/v con PG al 2,5 % viv; T,
sacarosa 50 % p/v con 2,5% v/v de alcohol 70 %; T,
C. citratus diluido en 2,5 % de PG v/v a las concen-
traciones 2; 4; 8'y 16 ug p.a./abeja; T, C. citratus con
2,5% de alcohol 70° v/iva 2; 4; 8y 16 ug p.a./abejay
T, dimetoato, como toxico estandar, a 0,02; 0,04; 0,08,;
0,16; 0,32 y 0,64 pg p.a./abeja (Gough et al. 1994).

El aceite esencial se formulé en sacarosa al
50 % p/vy 2,5 % del diluyente v/v.

Se midié la mortalidad de abejas adultas a 24,
48y 72 horas. La DL, fue calculada por el analisis de

regresion PROBIT Version 1,5y los valores de mortali-
dad fueron corregidos por la formula de Abbott (1987).

Para determinar el radio de selectividad del
aceite esencial de C. citratus con los diluyentes, se
calculd el cociente entre la DL, para la abeja adulta
(Mg p.a./abeja) y la CIM,; (ug/ml) del aceite esencial
con cada diluyente efectiva sobre A. apis, en base al
trabajo de Gende et al.. (2009) a efectos de evaluar
si el producto resultaba seguro para su aplicacion en
colmenas a campo. El valor del radio de selectividad
se expres6 en ml/abeja.

Resultados y discusion

Pruebas de sensibilidad in vitro del aceite
esencial de C. citratus con distintos diluyentes
sobre A. apis

Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los diluyentes (F = 349,35; df=4; p
<0,0001). Un posterior Test de Tukey mostré dos gru-
pos; por un lado el DMSO y el alcohol 70° (p=0,0003),
mientras que el Tween 80, el PG y el agua formaron
otro grupo (p=0,00002).

Asimismo se encontraron diferencias significa-
tivas en el crecimiento medio de los aislados de A.
apis de distintos origenes geograficos a las 72 horas
de crecimiento (F = 8,40; df = 27; p < 0,00001). Un
posterior test de Tukey gener6 8 grupos, en el que el
de menor crecimiento (entre 2,5y 3,9 cm) incluy6 13
aislados, 3 de Chile (IXy X Regién)y 10 de Argentina
(de las provincias de Cérdoba, Neuquén y Buenos Ai-
res). El grupo de mayor desarrollo (entre 5,4y 5,9 cm)
incluyé 3 aislados de La Plata y Tandil (Buenos Aires).

En la figura 1 se muestran los valores de CIM,
y CIM,, para las formulaciones de los cinco diluyentes
con el aceite esencial. En este sentido, la dilucién con
DMSO exhibio la mayor inhibicion con 150 ug/ml para
la CIM, y CIM,,.

Para la dilucion con alcohol 70° los valores de
CIM,, y CIM,, fueron de 150 y 250 pg/ml, mientras
que para el PG se obtuvo un valor de 250 ug/ml para
la CIM,, y la CIM,,. Finalmente, los valores obtenidos
con Tween 80 fueron de 500 ug/ml para la CIM,, y de
750 ug/ml para la CIM,, en tanto que para el agua el
valor fue de 750 pg/ml para la CIM, y la CIM,,.

El agua, el Tween 80y el PG fueron los diluyen-
tes que menos afectaron al poder inhibitorio del aceite
esencial “per se” comparados con el alcohol 70° y el
DMSO. Sin embargo, como los aceites esenciales
son poco solubles en agua (D’Acampora Zellner et
al. 2010), los diluyentes propuestos para los ensayos
de DL, serian el Tween 80 y el PG.

Davis y Ward (2003) observaron que la inhibi-
cion in vitro de A. apis frente al aceite esencial de C.
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Figura 1: Valores de la CIM_, y la CIM,, de diluyentes con el aceite

esencial de Cymbopogon citratus.

citratus con Tween 80, como diluyente, se produjo
dentro del rango de 250 y 1000 pL/L de acuerdo al
origen geografico de la especie usada. Kloucek et al.
(2012) observaron una moderada actividad inhibitoria
de los vapores de C. citratus y una elevada actividad
inhibitoria de Cymbopogon flexosus sobre aislados de
A. apis. Fuselli et al. (2005) demostraron efecto inhibi-
torio adicional con el uso de PG como emulsionante
de los aceites esenciales de Acantholippia seriphiodes
y Tagetes minuta, empleados para el control de la
bacteria Paenibacillus larvae.

La toxicidad oral aguda en abeja melifera
adulta

El control blanco (T,) exhibié 2, 3y 6 % de mor-
tandad a las 24, 48 y 72 horas, el control sacarosa-PG
(T,) presentd 20, 26 y 28 % de mortandad y el control
sacarosa-alcohol (T,) manifesté menor incidencia de
la mortandad con valores de 5, 7 y 13 %, respectiva-
mente.

La DL,, de dimetoato fue de 0,28; 0,20 y 0,13
Mg p.a./abeja a 24, 48 y 72 horas, considerada nor-
mal para productos “altamente toxicos” (Gough et al.
1994). En C. citratus con el alcohol 70° se determina-
ron valores de DL, de 15.350; 6.000 y 893 pg p.a./
abeja de 24-72 horas, correspondiendo al rango de
productos “virtualmente no toéxicos” (ICCB 1985). C.
citratus con el PG se mostré como un producto “vir-
tualmente no toxico” a las 24 horas con una DL, de
880 ug p.a./abeja. En tanto que la DL, con PGa las 48
y 72 horas, fue de 52 ug p.a./abejay 9 ug p.a./abeja,
respectivamente, lo que ubica a la formulacién aceite
esencial-PG como “leve y moderadamente toxica”, en

los dos horarios de evaluacion, respectivamente (Tabla
1). En estudios previos, Albo et al. (2010) determinaron
que C. citratus diluido en PG se presenté como una
esencia “levemente toxica” con abeja de invierno, en
tanto que en primavera se mostré como “virtualmente
no toxica” a las 24 y 48 horas y “levemente toxica” a
las 72 horas. Los resultados obtenidos en este trabajo
afianzan la idea de que la abeja adulta es mas sensible
a la potencial toxicidad de los aceites esenciales en el
periodo otono-invernal.

El radio de selectividad de C. citratus y los
diluyentes estudiados se detallan en la Tabla 2. Los
valores obtenidos del radio de selectividad para el
C. citratus y el diluyente alcohol 70° se situaron en
102,33; 40 y 5,95 ml/abeja a las 24, 48 y 72 horas.
Por otro lado, C. citratus con PG presenté menores
radios de selectividad, con niveles de 3,52; 0,21 y
0,04 ml/abeja, respectivamente. Otros investiga-

Tabla 1. Dosis letal media (DL,,) (ug/abeja) del aceite
esencial de C. citratus con diluyentes a distintos inter-
valos de exposicion.

Tratamientos Tiempo de evaluacién en horas

24 48 72
C. citratus en alcohol 70°  15.350  6.000 893
C. citratus en PG 880 52 9
Dimetoato 0,28 0,20 0,13

Los valores presentados en esta tabla fueron generados por el
paquete estadistico EPA PROBIT, version 1.5. La clasificacion de
rangos de toxicidad utilizada en la determinacion de DL es la pro-
puesta por la International Commission for Bee Botany (ICBB 1985).
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Tabla 2. Valores del radio de selectividad (RS) que corresponde a la relacion entre la concentracion letal media
(ug p.a./abeja) del aceite esencial de C. citratus y diluyentes sobre abeja adulta y la concentracion inhibitoria
minima (CIM,;, ug/ml) del aceite esencial y diluyentes sobre A. apis.

Horas DL, (ug p.a./abeja) CIM,, (ug/ml) RS (ml/abeja)

C.c. -PG C.c.-AL C.c. -PG C.c.-AL C.c. -PG C.c.-AL
24 880 15.350 250 150 3,52 102,33
48 52 6.000 250 150 0,21 40
72 9 893 250 150 0,04 5,95

C.c. Cymbopogon citratus; PG propilenglicol; AL alcohol 70°

dores calcularon el radio de selectividad de aceites
esenciales con funciones acaricidas sobre Varroa
destructor (DL, A. mellifera/DL, V. destructor), como
Eupatorium buniifolium (Umpiérrez et al. 2013)y
otras esencias de especies nativas argentinas, en
las que Schinus mollis fue el mas selectivo, con un
valor >16 (Ruffinengo et al. 2005). Lindberg et al.
(2000) establecieron que un acaricida era selectivo
si causaba mortalidad en el acaro mayor al 70 % y
en abeja menor al 30 %.

Gende et al. (2009) determinaron el indice de
selectividad del aceite esencial de C. zeylanicum para
el control de Paenibacillus larvae en 8 - 9 ml/abeja.
Los valores se obtuvieron del cociente entre la DL,
de la abeja adulta y la CIM de la bacteria. Si bien no
se dispone de informacién sobre cual seria el radio de
selectividad de los aceites esenciales que han proba-
do ser efectivos para el control in vitro de A. apis, se
podria tomar como referencia el radio de selectividad
de algunos aceites esenciales, considerados efectivos
y seguros, propuestos por Gende et al. (2009) en P.
larvae y Ruffinengo et al. (2005) en V. destructor. En
este sentido, los valores de radio de selectividad ob-
tenidos con C. citratus y PG se encuentran por debajo
de 1alas 48y 72 horas, por lo que seria considerado
como un diluyente inseguro para su uso en colonias
de abejas (Umpiérrez et a, 2013).

Conclusiones

El alcohol 70° resultd ser el mejor diluyente
para el C. citratus ya que presento una CIM,, de 250
mg/l, fue “virtualmente no téxico” para abejas adultas,
presenté un radio de selectividad de 6 uL/abeja a las
72 horas y fue la formulacién aceite esencial—diluyente
menos toxica para el control de A. apis en colonias de
abejas a campo.
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