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RESUMEN

Las enfermedades fungales que afectan a la abeja Apis mellifera son causadas por hongos
parésitos ambientales, de los cuales destacan I) Nosema apis (agente etiol6gico de la nosemosis
tipo A), 11) Nosema ceranae (agente etioldgico de nosemosis tipo C e identificado ademas como
uno de los posibles agentes etioldgicos del Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas), 11)
Ascosphaera apis (agente etioldgico de la cria de tiza) y 1V) Aspergillus flavus (agente
etioldgico de la cria pétrea). Estos agentes etioldgicos, producen casi el 50% de las patologias
gue se presentan en las colmenas de nuestro pais, especialmente en la zona centro-sur y sur,
mermando la produccién de miel, propoleo y jalea real, reduciendo el tamafio poblacional de las
colmenas e incluso llegando a la muerte de toda la colmena. Respecto de la nosemosis, un 20%
de los apicultores declaran haber presentado esta enfermedad en sus apiarios. Sin embargo,
debido a la dificultad del diagnéstico de su agente causal (N. apis o N. ceranae), no hay
certidumbre acerca del real nivel de infestacion de las colmenas. En Chile, no existen productos
farmacéuticos de uso veterinario registrados por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) para el
control de estos patdgenos ya que esta prohibido el uso de la fumagilina, antibiético de eleccién
frente a la nosemosis, cuya aplicacion esta restringida en aquellas épocas en las que no hay flujo
de néctar, pues puede depositarse en la miel y generar cuadros de alergias y resistencia al
antibiodtico en los consumidores. De esta manera, la Unica medida que actualmente se puede
llevar a cabo para mantener sanas y pobladas las colmenas, es la prevencidn que consiste en
realizar recambio de reinas constantemente y evitando que se generen las condiciones propicias
para el desarrollo de hongos. Si la prevencion no es suficiente, es necesario contar con un
tratamiento alternativo que sea seguro para las abejas y que no deje residuos en los productos de
la colmena. Nuestra hipétesis es que existen especies vegetales autdctonas del bosque nativo
esclerdfilo como boldo, peumo, maitén y litre que poseen aceites esenciales, con propiedades
antifungicas contra Nosema apis y Nosema ceranae, siendo éstos inocuos para la abeja Apis
mellifera. El objetivo principal de esta tesis fue evaluar y estandarizar en su o (sus)
componente(s) activo(s) un aceite esencial obtenido desde una especie vegetal nativa como
boldo, peumo, maitén y litre con efecto antifingico frente a patdgenos emergentes en el sector
apicola, Nosema apis y Nosema ceranae e inocuidad en Apis mellifera. Dentro de los resultados
obtenidos del ensayo de toxicidad se identificé a la esencia de boldo como la mas toxica frente a

A. mellifera, resultando inocuos frente a las abejas meliferas los aceites de litre, maitén y peumo.
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Respecto a los ensayos de efectividad 1) se logro purificar esporas, identificando por primera
vez la presencia de N. ceranae en muestras provenientes de la region de Valparaiso; 2) se infect6
abejas nacidas en laboratorio con estas esporas y se evalud la actividad antifingica de las
esencias en estudio, seleccionando a la esencia de peumo por presentar una mayor efectividad en
el control de la nosemosis; 3) el aceite de peumo fue caracterizado por GC-MS encontrando tres
compuestos mayoritarios a-terpineol, eucaliptol y B-felandreno los que fueron evaluados frente a
N. ceranae en A. mellifera presentando una efectividad de un 65%, 54% y 52% respectivamente,
cabe destacar que el AE peumo fue el que presentdé una mayor actividad antifungica con
efectividad cercana a un 80%. Los resultados de esta investigacion sentaran las bases para el
desarrollo de productos veterinarios que podran ser utilizados por los apicultores por su eficacia
frente a la nosemosis, seguridad para las abejas y que no generara residuos en los productos de
las colmenas debido a la volatilidad de las esencias. De esta manera se lograra combatir esta
patologia parasitaria que en la actualidad no tiene tratamiento y que ocasiona graves dafios en los

apiarios.

ABSTRACT

Fungal diseases affecting the bee Apis mellifera are caused by enviromental parasitic fungi, the
most important are 1) Nosema apis (etiologic agent of nosemosis type A), 1l) Nosema ceranae
(etiologic agent of nosemosis type C and also identified as one of the possible etiologic agents of
the Depopulation Colony Syndrome), 111) Ascosphaera apis (etiologic agent of chalkbrood) and
IV) Aspergillus flavus (etiologic agent of stonebreeding). These etiologic agents are the cause of
almost 50 % of the diseases that occur in the hives in our country, especially in the south-central
and south areas. These diseases diminish the production of honey, propolis and royal jelly,
reduce the population of hives and even provoke the death of the hive. Regarding nosemosis,
20% of beekeepers have reported this disease in their apiaries. However, due to the difficulty of
diagnosing its causal agent (N. apis or N. ceranae), there is no certainty on the actual level of
infestation. In Chile, there are no pharmaceutical products of veterinary use, registered by the
Agricultural and Livestock Service (SAG), to control these pathogens, since the use of
fumagilina is highly limited. Although it is the antibiotic chosen to fight against nosemosis, its
application and use is restricted to when there is no nectar flow, since it can be deposited in the

honey and generate allergies and antibiotic resistance in consumers. Therefore, the only action
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that can be currently taken to maintain healthy and populated hives, is the prevention method
which involves changing the queen bees constantly and avoiding conditions that may generate
fungal growth. In some cases it is necessary to apply an alternative treatment safe for bees and
that does not leave residues in hive products. Our hypothesis is that there are native plant species
from the native sclerophyll forest such as boldo, peumo, maitén and litre which posses essential
oils with antifungal properties against Nosema apis and Nosema ceranae. The main objective of
this thesis was to evaluate and standardize its (or their) active component (s), i.e. an essential oil
obtained from a native species such as boldo, peumo, maitén and litre with antifungal effect
against emerging pathogens in the beekeeping area, Nosema apis and Nosema ceranae, and
harmless to Apis mellifera. In the results of the toxicity test the essence of boldo was identified
as more toxic to A. mellifera, while litre, peumo and maitén oils showed to be harmless to
honeybees. In regard to the effectiveness trials: 1) spores were successfully purified, identifying
for the first time the presence of N. ceranae in samples from the region of Valparaiso; 2) bees
which were born in laboratory were infected with these spores and the antifungal activity of the
essences under study were evaluated; the essence of peumo was selected as a more effective
control of nosemosis; 3) peumo oil was characterized by GC-MS and three major compounds
were found: a-terpineol, eucalyptol and B-phellandrene, which were evaluated against N.
ceranae in A. mellifera having an effectiveness of 64%, 54% and 52%, respectively. It is
important to mention that the essential oil peumo showed a higher antifungal activity, with an
effectiveness near to 80%. The results of this research will lay the groundwork for the
development of veterinary products that may be used by beekeepers since it is effective against
nosemosis, it is safe for bees and does not generate residues in the hive products, due to the
volatility of the essences. Considering that currently there is no treatment, this study will help in

the fight against this parasitic disease, which now daily causes serious damage to apiaries.



CAPITULO II




I. INTRODUCCION

Problema u oportunidad

Las enfermedades fungales que afectan a la abeja Apis mellifera son causadas por hongos
parésitos y ambientales, entre los cuales destacan Nosema apis causante de la Nosemosis tipo A
y Nosema ceranae causante de la Nosemosis tipo C. Este ultimo ademés es identificado como
una de las posibles causales del Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas, al cual se han
atribuido las significativas pérdidas de colmenas gque han afectado a gran parte de los paises de la
Unién Europea y de Estados Unidos en los ultimos afios. En Chile, un 20% de los apicultores
declaran haber presentado nosemosis en sus apiarios. Sin embargo, debido a la dificultad del
diagnostico diferenciado de su agente causal, Nosema spp., no hay certidumbre acerca del real
nivel de infestacion de las colmenas. La nosemosis es una enfermedad estacional y factorial, que
provoca stress energético y un desequilibrio nutricional que debilita a las colmenas, causando
incluso su muerte (Neira, 2006). En Chile, no existen productos farmacéuticos de uso veterinario
registrados por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) para su uso en la apicultura para el
control y/o prevencion de estos patogenos (Ver Anexo 1). La fumagilina, antibiético de eleccion
frente a Nosema spp., cuya importacion y aplicacion fue excepcionalmente permitida en Chile
por el SAG desde el segundo semestre del afio 2009, quedando su aplicacién restringida a
aquellas épocas en las que no hay flujo de néctar, pues puede depositarse en la miel y generar
cuadros de alergias y resistencia al antibiético en los consumidores. Por otro lado, son escasas
las herramientas preventivas que poseen los apicultores, al desconocer acciones de monitoreo
que podrian prevenir la aparicién de nosemosis en sus apiarios. Con estos antecedentes, queda
claro que existe una necesidad sin resolver para la apicultura nacional y ésta consiste en buscar y

encontrar un tratamiento alternativo que sea seguro, de preferencia natural.

A nivel mundial, son abundantes los estudios orientados a combatir patologias humanas,
animales y vegetales, producidas por microorganismos, en las que se ha evaluado la eficacia de
compuestos de origen vegetal. La experiencia ancestral en el uso de plantas medicinales ha sido
uno de los pilares fundamentales en la investigacion de compuestos que puedan tener uso frente
a distintas patologias (Montenegro, 2002). Estudios sobre la actividad antifingica de aceites

esenciales realizados durante los Ultimos afios han sido numerosos (Thompson, 1989;



Zambonelli et al., 2008; Dafera et al., 2000; Karaman et al., 2001; Guynot et al., 2003; Abad et
al., 2007), demostrandose una alta eficacia en el combate contra dichos patégenos.

Respecto de la nosemosis, como respuesta a la falta de productos veterinarios, en algunos paises
se han formulado preparaciones en base a especies vegetales, entre ellos destacan el Api-Herb®
(aceites esenciales, vitaminas y dextrosa) (Nanetti, 2009), y el Protofil® consiste en extracto
etanolico al 96% en base a plantas Taraxacum ofiicinalis, Thymus vulgaris, Achillea millefolium
y Ocimum basilicum (Chioveanu et al., 2004), todos en base a flora nativa del lugar de origen e

indicados frente a Nosema apis y Nosema ceranae.

En Chile, investigaciones realizadas con especies nativas, han arrojado algunos resultados
positivos por su actividad antifingica (Labbé et al., 2002; Quiroz, 2003; Monsélvez, 2007).
Bittner et al., (2009) evaluaron la actividad fungistatica de aceites esenciales extraidos de
peumo, tepa y laurel. Por otra parte, se ha descrito que las propiedades antiparasitarias de las
hojas de boldo se relacionan con su contenido de aceite esencial y boldina (Cafigueral, 1998) y
entre los diferentes hidrocarburos que componen el aceite esencial de las hojas de boldo, el
ascaridol tiene un especial interés debido a que es el causante del efecto antiparasitario de dicha
esencia (Gupta, 1995) y se encuentra en un alto porcentaje en las hojas (Vogel et al., 1997,
Espic, 2007). Por tanto, los aceites esenciales que se encuentran en especies vegetales nativas
del bosque esclerofilo, se constituyen en una interesante alternativa para el tratamiento de la

NOSEMOSIS.

En Chile no existen productos en base a sustancias naturales para tratar la nosemosis que estén
registrados ante el Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Dentro de los preparados que se
expenden y que se utilizan en los apiarios chilenos, se desconocen sus principios activos o al
menos, no han sido caracterizados de acuerdo a la normativa vigente o de acuerdo a las
directrices de la OMS, para los productos naturales. Por consiguiente, la presente tesis tiene
como objetivo principal “caracterizar, estandarizar y evaluar un aceite esencial obtenido desde
una especie vegetal nativa con efecto antifingico frente a patdgenos emergentes en el sector
apicola, Nosema apis y Nosema ceranae”, sobre la base de un completo y riguroso estudio

quimico y toxicologico del aceite esencial.



Estado del arte

Enfermedades fungales

Las enfermedades fungales que afectan a la abeja Apis mellifera son causadas por hongos
parédsitos y ambientales, de los cuales se destacan Nosema apis (agente etiologico de la
nosemosis tipo A), Nosema ceranae (agente etiolégico de nosemosis tipo C e identificada
ademas como uno de los posibles causales del Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas),
Ascosphaera apis (agente etioldgico de la cria de tiza) y Aspergillus flavus (agente etiolégico de
la cria pétrea). Estos agentes etiol6gicos, producen casi el 50% de las patologias que se
presentan en las colmenas de nuestro pais, especialmente en la zona centro sur y sur, mermando
la produccion, reduciendo el tamafio poblacional de las colmenas e incluso llegando a la muerte

de toda la colmena.

Entre las condiciones que favorecen el desarrollo de enfermedades fungales se destaca el clima.
Temperaturas bajas, lluvia, frio, entre otras, inducen una disminucién del pecoreo o su cese y por
ende, conllevan al confinamiento de las abejas, permitiendo una rapida diseminacion de las
enfermedades. Es por esto que en el hemisferio sur la prevalencia de enfermedades flngicas es

coincidente con el aumento de latitud.

Dentro de las enfermedades fungicas, Nosema spp., tiene una mayor relevancia, tanto a nivel
nacional como internacional. Esto se debe a que es un patégeno emergente, distribuido en todos
los paises donde existe apicultura, es altamente contagioso y de facil diseminacion, provocando

dafios econdmicos de gran importancia.

El género Nosema perteneciente a la familia Nosematidae, orden Microsporideos, fue
considerado hasta hace pocos afios como un protozoo. Sin embargo, nuevas revisiones
taxondémicas lo han ubicado dentro del filo Fungi (Keeling, 2002). Algunas especies son
patégenas de invertebrados de importancia econdémica, mientras que otras estdn siendo
investigadas por su posible uso para el control de pestes. En insectos sociales, se han reportado
en todos los grupos mayores, como termitas, avispas, hormigas y abejas entre otros (Schmid-
Hempel, 1998).



En abejas meliferas se han descrito dos especies de microsporidios, N. apis y N. ceranae (Fries
et al., 1996). Ademas, Fries et al., (1997) sefiald que la enfermedad denominada nosemosis en
abejas meliferas europeas (Apis mellifera) era causada por el microsporidio N. apis, mientras que
en el este de Asia N. ceranae se consideraba restrictiva de Apis ceranae. Sin embargo, estudios
recientes han sefialado que N. ceranae puede infectar también a A. mellifera (Higes et al., 2006;
Huang et al., 2007, Huang et al., 2008, Botias, 2012¢) y podria ser responsable del aumento de
los incidentes de la enfermedad observados en algunos paises europeos (Martin-Hernandez et
al., 2007, Paxton et al., 2007).

Nosema apis es un parasito intracelular obligado formador de esporas (Fries, 1988; Fries et al.,
1992). Las esporas ingeridas por las abejas adultas, se localizan en las células del ventriculo o
del intestino medio. Aqui, germinan y penetran células epiteliales, se reproducen y liberan
nuevas esporas (Bailey, 1955; Peldoza, 2002). Estas a su vez germinan, diseminando la
infeccion a otras partes del intestino (Bailey, 1981) por lo que se habla de un proceso de
autoinfeccion (Fries, 1988). De este modo, producen dafios en las células encargadas de la
digestion y asimilacion de nutrientes, las destruyen y provocan su muerte, lo que se traduce en

un aprovechamiento inadecuado de los alimentos ingeridos por las abejas (Peldoza, 2002).

Se ha sefialado que el tiempo transcurrido entre la ingestion de las esporas y la formacion de
nuevas esporas es dependiente de la temperatura siendo 30 a 35 °C la Optima para la
multiplicacion, cesando ésta a los 38 °C y no esporulando por debajo de los 10 °C (Lotmar,
1943). Asi, cuando la temperatura es Optima para el paréasito, el ciclo de N. apis, desde la
ingestion de las esporas hasta la produccion de nuevas esporas, se completa en 2 dias (Kellner,
1980) o entre 3y 5 dias (Bailey, 1981). Fries (1988) sefiala que independientemente del nivel de
infeccion, el ventriculo completo puede llegar a ser infectado en 2 semanas, debido al proceso de

autoinfeccion mencionado previamente.

La viabilidad de las esporas de N. apis es bastante variable. En la miel o dentro de cuerpos
muertos pueden persistir por 1 a 2 afios (Revell, 1960). Bailey (1962) sefialé que en depositos
fecales las esporas pueden sobrevivir al menos un afio, mientras que Peldoza (2002) indica que
en el suelo, la sobrevivencia es de 44 a 71 dias. N. apis afecta las abejas adultas (obreras, reinas

y zanganos), siendo aparentemente incapaz de infectar las larvas recién emergidas (Hassanein,
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1951). Con respecto a la susceptibilidad, los resultados del estudio realizado por Webster et al.,
(2004) indican que tanto las abejas reinas como las obreras presentan una sensibilidad similar
frente a N. apis, lo que sugiere que las reinas no tienen medios inherentes para protegerse contra
este parasito.

Se ha determinado que tanto N. apis como N. ceranae son transmitidas horizontalmente (Fries
1988; Fries et al., 1996). El contagio se produce por la ingestion de alimentos y/o agua
contaminada con esporas de N. apis, consumo de esporas presentes en heces frescas o secas de
las abejas enfermas (Fries, 1988; L’ Arrivee, 1965) o por regurgitacion del alimento de una abeja
a otra conocido como trofalaxis (Jean-Prost, 2010), en especial, durante la realizacién de trabajos
dentro de la colmena en periodos de confinamiento (Popa, 1965; Root, 1990). Entre colmenas
proximas y distantes, el contagio se produce por pillaje de colonias enfermas, deriva, errores de
manejo del apicultor, alimentacion con miel contaminada y trashumancia no controlada
(Peldoza, 2002).

Entre los efectos nocivos para las abejas destacan la alteracion del metabolismo, debido a la
menor digestion de proteinas (polen), disminucién en las energias y reduccién de la longevidad,
anquilosamiento de glandulas hipofaringeas, disminucion de la ovoposicion de las reinas y

destruccidn de los elementos formadores de la hemolinfa (Peldoza, 2002).

Desde un punto de vista econémico, Fries (1993, 1997, 2010) sefiala que la nosemosis es
considerada una de las enfermedades mas importantes para los apicultores. Botias et al., (2009)
indican que nosemosis ha demostrado ser un problema creciente para los apicultores en todo el
mundo. Entre los efectos nocivos en la produccion se mencionan pérdidas de abejas adultas
especialmente al finalizar el invierno y principios de primavera, disminucién de la produccion de
miel en un 25%, aumento en el consumo de miel durante el invierno hasta de un 50% y nula
produccion de jalea real, por lo que no pueden producirse reinas de buena calidad, ni tampoco
larvas saludables (Peldoza, 2002). Ademaés, se reduce la vida productiva de las abejas
(Kleinschmidt y Furgunson 1989, Fries, 1993) y se observa gran mortalidad de la colonia en
invierno (Nitschmann, 1957, Fries, 1993).
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La nosemosis no presenta sintomas obvios por lo que suele ser dificil de detectar. Sin embargo,
las colonias afectadas exhiben una produccion de miel significativamente menor y una reduccion
en su capacidad de polinizacion (Fries y Ekbom, 1984; Goodwin et al., 1990; Anderson y
Giacon, 1992). En consecuencia, un diagndstico de campo debe ser confirmado por un anélisis
de laboratorio mediante microscopia Optica. En este caso se realiza una visualizacion de N. apis
a partir de preparaciones de macerados de intestinos de abejas o de excrementos recogidos desde
la colmena (Peldoza, 2002). El avance en técnicas de biologia molecular ha permitido el
desarrollo de nuevos métodos de deteccién tales como PCR (Polymerase Chain Reaction) o
RFLP (Restriction Fragments Lentgh Polymorphisms). Las esporas de N. apis y N. ceranae son
muy similares y dificilmente pueden ser distinguidas por el microscopio Optico, por lo que las
técnicas moleculares de diagndstico, como el PCR son herramientas muy efectivas para realizar
el diagndstico diferenciado de ambos patdgenos, adicionalmente permiten detectarlos en bajos

niveles de infestacion (Bourgeois et al., 2010).

N. apis se encuentra diseminado por todo el mundo (Fries, 1993, Matheson, 1996), aunque no
parece ser un problema importante en climas tropicales y subtropicales (Wilson y Nunamaker,
1983). Por el contrario, en climas templados se considera una enfermedad seria, ya que puede
llegar a producir graves dafios a las colonias (Fries, 1988; Farrar, 1947; Fries y Ekbom, 1984).
De acuerdo a las estadisticas del OIE (2004), la nosemosis se distribuye en el 43% de los paises

que tienen colonias de abejas.

N. ceranae se ha identificado como un agente patégeno en Apis mellifera de mayor virulencia
que N. apis (Higes et al., 2008). Sin embargo, los informes sobre la virulencia de N. ceranae en
las abejas individuales como para las colonias de abejas indican que los parametros climéaticos
como temperatura afectan en forma significativa la virulencia perdiéndose a muy bajas
temperaturas (entre -18 y 8°C) (Fries et al., 2010, Stevanovic et al., 2011). Ademés de los
efectos directos de las infecciones por N. ceranae en las abejas y las colonias, este patégeno
puede promover la aparicién de otras enfermedades de las abejas como cria calcificada, causada

por Ascosphaera apis (Hedtke et al., 2011).

N. ceranae ha sido identificado progresivamente en paises del sur de América, como Brasil,
Uruguay, Argentina (Invernizzi et al., 2009; Klee et al., 2007; Medici et al., 2011). En Chile, N.
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apis fue detectado por primera vez en 1978, a través de los analisis realizados en los laboratorios
del SAG. Hinojosa y Gonzalez (2004) sefialan que de acuerdo a sus resultados, en las seis
comunas del sector costero e interior muestreadas de la VI Region, N. apis registrd una
prevalencia de 60,0 £+ 6,9% en la primavera de 1999, en primavera de 2000 se detect6 un 78,3 +
5,8% mientras que en verano de 2000 un 14,3 + 5%, y en verano de 2001 un 23,0 + 6%. Estos
resultados sefialan que en esta zona la mayor incidencia ocurre en primavera, debido a la alta

contaminacion fecal existente dentro de la colonia a fines de invierno.

Respecto de la presencia de N. ceranae en Chile, el SAG no cuenta con la técnica de
diferenciacion de ambas especies, por lo que ha tenido que enviar durante el 2009, muestras de
abejas al laboratorio de referencia del Centro de Investigacion Apicola de Marchamalo en
Espafia, para diagnosticar la presencia del agente etiol6gico. Por otra parte, Martinez et al.,
(2012), identificaron la presencia de N. ceranae en Chile sélo en la Region del Bio-Bio, la cual
abarca un 42,0% de la produccién de miel del pais. El estudio evalu6 4 provincias de la region,
obteniéndose informacién de un total de 26 comunas. De ellas un 49,0% arrojé la presencia de
N. ceranae y la publicacion de Rodriguez et al., (2012) quién analizé colmenas de la Region del
Maule encontrando N.ceranae. Cabe mencionar que en el resto de nuestro pais no existen
estudios cientificos que confirmen la presencia de N. ceranae. Es por esta razon, que en esta
tesis se planteé como objetivo identificar la especie de Nosema presente en colmenas de apiarios

gue presentaron signos de nosemosis de la Region de Valparaiso.

Control de Nosemosis

1. Uso de antibi6ticos

A nivel mundial, muchos productos han sido evaluados contra Nosema spp. Sin embargo, el
Unico antibidtico efectivo parece ser fumagilina (Moffet et al., 1969; Mutinelli, 2003; Bessi y
Nanetti, 2005). No obstante, desde el 1° de enero de 2000 este producto ya no se encuentra
disponible en el mercado de los paises de la Unidn Europea (Regulation 2377/90). Las opiniones
con respecto al uso de dicho antibidtico son controversiales. Por una parte, de acuerdo a algunos
autores incluso en los lugares donde se ha utilizado fumagilina hay problemas de recurrencia de
la enfermedad, ya que al parecer éste sélo extermina la forma vegetativa del parasito
(MacDonald, 1978, Szabo y Heikel, 1987, Wyborn y McCutcheon, 1987). Por otro lado, Liu

(1973) sugiere que fumagilina es capaz de alterar la ultraestructura de la membrana de las
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esporas jovenes. En paises donde estd permitido su uso, la inquietud entre los apicultores con
respecto a costos y posible presencia de residuos en la miel han limitado su uso (Malone y
Giacon, 1996).

2. Uso de variedades resistentes

Debido a que en la mayor parte de los paises de Europa, el uso de antibidticos en el tratamiento
de enfermedades en las abejas esta prohibido, se ha debido buscar soluciones alternativas. La
cria de abejas tolerantes o resistentes a este patdgeno ha sido propuesta como alternativa
(Malone y Giacon, 1996). Estudios con respecto a variacién y heredabilidad de la respuesta de
abejas meliferas a N. apis han sugerido que se pueden realizar mejoras por medio de seleccién
de crias (Syvester y Rinderer, 1978; Rinderer et al., 1983). Para determinar si la introduccion de
A. mellifera subsp. carnica desde Australia puede alterar el impacto de N. apis en las razas A.
mellifera subsp. mellifera y A. mellifera subsp. ligustica de Nueva Zelanda, Malone et al., (1996)
inocularon estas tres razas con N. apis. Sus resultados mostraron que N. apis reduce
significativamente la longevidad de todas las razas de abejas usadas en este estudio. Asimismo,
no se registraron diferencias significativas en la reduccion de la longevidad entre las tres razas.
No obstante, se destaca la capacidad de A. mellifera subsp. ligustica y de A. mellifera subsp.

carnica para sobrevivir en cajas.

3. Medidas preventivas
Se ha sugerido una serie de medidas para evitar o aminorar el desarrollo de la enfermedad.
Maistrello et al., (2008) aconsejan ubicar las colmenas en zonas no himedas, uso de equipos no

contaminados y fumigacion de celdas con acido acético para eliminar esporas de N. apis.

4. Uso de sustancias de origen natural

Recientemente, ha surgido un enfoque distinto en el tratamiento de la nosemosis orientandose
hacia la basqueda de soluciones entre las sustancias de origen natural antes mencionadas (Api-
Herb® y el Protofil®).

Es importante mencionar en el contexto de las sustancias de origen natural y el tratamiento de la
nosemosis, que Maistrello et al., (2008) comprobaron los efectos significativos del timol y

resveratrol, para reducir la carga de esporas Nosema spp.
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Principios activos con actividad antifangica

A nivel mundial, son abundantes los estudios orientados a combatir patologias humanas,
animales y vegetales, producidas por microorganismos, en los que se han evaluado y demostrado
la eficacia de compuestos de origen vegetal. La experiencia ancestral en el uso de plantas
medicinales ha sido uno de los pilares fundamentales en la investigacion de compuestos que
puedan tener propiedades farmacol6gicas (Montenegro, 2002). Al respecto, numerosos estudios
demuestran que los aceites esenciales (mezcla compleja de compuestos volatiles producidos por
las plantas) presentan diversas funciones, incluyendo la resistencia a plagas y enfermedades
(Goubran y Holmes, 1993 citados por Tzortzakis y Economakis, 2007). Desde el descubrimiento
de las propiedades antifingicas y antimicrobianas de las esencias, sumado a la creciente
preocupacion publica por el nivel de plaguicidas en los alimentos, existe un renovado interés por
desarrollar productos en base a esencias para el control de hongos, en periodos de post-cosecha y

de plagas (Bishop y Thornton, 1997).

Por otra parte, durante los ultimos afios han sido numerosos los estudios realizados en aceites
esenciales, que demuestran que muchos de éstos, exhiben una actividad antimicoética efectiva
(Thompson, 1989; Zambonelli et al., 2008; Dafera et al., 2000; Karaman et al., 2001; Guynot et
al., 2003; Abad et al., 2007; Satish et al., 2007).

En estudios recientes (Rao et al., 2010) proponen un mecanismo de actividad antifungico de los
monoterpenos fendlicos presentes en el aceite esencial de orégano frente a Saccharomyces
cerevisiae, este se relacionaria a la estructuras de estos, especificamente a la presencia del grupo
hidroxilo y anillo aromatico. El carvacrol afectarfa a) tanto la homeostasis de Ca™ como laH" y
esto involucraria la pérdida de la viabilidad celular, b) apagando vias relacionadas con el
crecimiento celular por inhibicién de la actividad de genes asociados al metabolismo de &cidos
nucleicos, sintesis de RNA y biosintesis de ribosomas. Asi también Lima et al., (2013) proponen
un mecanismo antiflngico adicional para el carvacrol, ya que éste podria unirse a esteroles de
membrana en Candida albicans provocando una expansion y desestabilizacion de membrana,

aumentando la fluidez de esta y la viabilidad celular.
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Tal como fue sefialado anteriormente en algunos paises se han formulado preparaciones en base
a aceites esenciales, con componentes activos de efecto fungicida, entre ellos destacan el Api-
Herb® y el Protofil®.

En Chile, investigaciones realizadas con especies vegetales nativas, han arrojado algunos
resultados positivos por su actividad antifingica (Jain et al., 1993 citado por Mazutti et al.,.
2008; Labbé et al., 2002; Quiroz, 2003; Monsélvez, 2007). Por otra parte, Bittner et al., (2009)
evaluaron la actividad fungistatica de aceites esenciales extraidos de peumo (Cryptocarya alba
Mol., Lauraceae), tepa (Laureliopsis philipiana Looser, Monimiaceae) y laurel (Laurelia
sempervirens Ruiz et Pav., Monimiaceae) frente a hongos Rhizoctonia solani Kihn (Donk),
Pythium irregulare Buisman, Ceratocystis pilifera (Fr.) C. Moreau, Phragmidium violaceum
(Schultz) G. Winter y Fusarium oxysporum Schltdl. También Bittner et al., (2010) evaluaron la
actividad antiflngica de aceites esenciales extraidos de canelo, queule, bailahuén y culén frente a
hongos fitopatégenos como Botritys cinerea, Rhizopus arrhizus, Fusarium oxysporum,

Aspergillus nigra.

Como se puede apreciar en ninguno de estos trabajos fueron incluidos los patdgenos N. apis y N.
ceranae. Las posibles causas de la falta de estudios con Nosema spp., pueden ser dos a) este
hongo crece solamente en el cavidad abdominal de las abejas y por lo tanto sélo puede evaluarse
la actividad antifungica in vivo b) la forma de diagndéstico de la nosemosis mas utilizada en
Chile es por microscopia optica, pero al ser las esporas tan similares esta técnica no permite
diferenciar N. ceranae de N. apis, para esto se han desarrollado técnicas mas efectivas como la

técnica de biologia molecular PCR, la que en nuestro pais ain no es ampliamente utilizada.

En esta tesis fueron seleccionadas 4 especies nativas, con el fin de investigar las propiedades de
sus aceites esenciales frente a la nosemosis: boldo (Peumus boldus Mol., Monimiacaea), peumo
(Cryptocarya alba Mol., Lauraceae), litre (Lithraea caustica Mol., Anacardiaceae) y maitén
(Maytenus boaria Mol., Celastraceae). Cabe mencionar que en los apiarios que se encuentran
cercanos a las zonas geograficas de bosque esclerdfilo donde habitan estas especies, las
colmenas presentan baja incidencia de nosemosis (comunicacién personal con apicultores de la

zona).
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Respecto de los estudios previos de las especies seleccionadas para este estudio, se ha descrito
por ejemplo que las propiedades antiparasitarias de las hojas de boldo se relacionan con el aceite
esencial y la boldina (Cafigueral, 1998) y entre los diferentes hidrocarburos que componen el
aceite esencial de las hojas de boldo, el ascaridol tiene un especial interés, debido a que es el
causante del efecto antiparasitario de dicha especie (Gupta, 1995).

Vogel et al., (1997 y 1999), estudiaron los rendimientos de aceite esencial y alcaloides en
diferentes poblaciones de hojas de boldo y sus variaciones estacionales. Para ello, extrajeron
aceite esencial desde las hojas utilizando el método de destilacion por arrastre de vapor. La
composicién del aceite esencial extraido se analiz6 mediante cromatografia gaseosa,
estableciendo que el contenido de aceite esencial en las hojas de esta especie presenta
fluctuaciones en el transcurso de un afio, con un minimo significativo durante el verano (1%).
Un estudio comparativo entre las poblaciones del norte (V Regién), centro (VII Region) y sur
(IX Regibn), demostré que los arboles del centro presentaron valores de aceite esencial
significativamente mas altos que las demas localidades (1,98%). Con respecto al contenido de
ascaridol de la esencia, las mayores concentraciones (58,1%) fueron obtenidas en la poblacién
del norte (Cuesta La Dormida). Espic (2007) determind que los rendimientos del aceite esencial
de hojas de boldo varian entre 2,1 y 3,4%, con contenidos de ascaridol entre 54,7 y 79,3%. Las
propiedades medicinales de las hojas de boldo, son atribuidas a principios activos como son la
boldina y el aceite esencial, considerados los principales responsables de las propiedades
hepatoprotectora, antioxidante y antiparasitaria, entre otras (Cafiigueral, 1998). El aceite esencial
de boldo esta constituido principalmente por limoneno, p-cimeno y felandreno; monoterpenos
oxigenados: cineol, terpinen-4-ol, a-terpineol y ascaridol entre otros (Montes et al., 2004).
Recientemente, Bittner et al., (2009) demostraron las propiedades antiflngicas de la esencia de
boldo frente a hongos Rhizoctonia solani Kihn (Donk), Pythium irregulare Buisman,
Ceratocystis pilifera (Fr.) C. Moreau, Phragmidium violaceum (Schultz) G. Winter y Fusarium

oxysporum Schitdl.

El peumo presenta hojas con mesoéfilos que contienen una gran cantidad de cavidades oleiferas
donde se acumulan aceites esenciales, que son evaporados lentamente a la atmdsfera
(Montenegro, 2000, citado por Donoso, 2006). Las hojas de peumo son muy aromaticas, debido

a la presencia de aceite esencial que se encuentra en concentraciones de 0,10 a 0,35 mL por 100
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g de materia seca (Vogel et al., 2008). Las hojas del peumo presentan un 0,3% de aceite
esencial, entre cuyos componentes se cuentan p-cimol, terpinen-4-ol (componente principal), o y
B pineno, cineol, borneol, linalol y limoneno (Montes et al., 2004). Avello-Lorca (2012) observo
actividad del aceite esencial de C. alba puro frente a la bacteria Staphyloccoccus aureus.

El maitén es un arbol nativo que pertenece a la familia Celastraceae, comprende 55 géneros y
850 especies, las cuales estan distribuidas en zonas calido-templadas del mundo. Se ha descrito
para la mayoria de sus miembros la presencia de alcaloides, terpenoides, flavonoides, esteroides
y xantonas. En Chile el género Maytenus esta representado por cuatro especies, siendo Maytenus
boaria la Unica utilizada medicinalmente (Montes et al., 2004). Sin embargo, no se han realizado
estudios en Chile, respecto de las actividades fungicidas del aceite esencial obtenido desde las

hojas de maitén.

Respecto del litre, Garbarino et al., (2002), de sus partes aéreas y usando la técnica de Micro-
Extraccion en Fase Solida (MEFS), identificaron y cuantificaron los principales compuestos
volatiles, los monoterpenos, mirceno, pineno, cimeno y limoneno, los cuales presentan

actividades antifungicas (Xia et al., 1999).

Descripcion boténica de las especies

Para el boldo se describe sélo una especie para el género Peumus (Gayana, 1985) arbol o arbusto
dioico, de 3-6 m de altura, hojas persistentes de 3-7 cm de longitud de 1-5 cm de ancho,
subsésiles, opuestas, coriaceas, enteras forma algo variada, generalmente aovada u oblonga cara
superior brillante, &spera al tacto, cubierta de glandulas y pelos estrellados rigidos, envés méas
palido, pubescente, generalmente los tricomas o pelos caducos. Frecuente. Florece desde julio a
noviembre. Areas de preferencia: cerros de la laguna de Aculeo, quebrada de la Plata en

Rinconada de Lo Cerda-Maipd.

Segun la Gayana (1985), el peumo es la Unica especie del género Cryptocaria en Chile, crece en
la zona central (Navas, 1976), arbol de 4-8 m de altura, glabro, con ramas jovenes pubescentes.
Hojas enteras, subopuestas, opuestas y alternas, aovadas, ovales, de 1-8 cm de longitud,

coriacias, glabras, méargenes ondulados, verdes en el haz, glaucas en el envés. El peciolo mide
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entre 2 y 3 mm. Muy abundante. Florece desde noviembre a enero. Areas de preferencia: cerro
Manquehue, el Arrayan, quebrada de Pefialolen, quebrada de Ramén, Quebrada de Macul, cajon
del Maipo, cerros de Aculeo.

El litre es la especie nativa, Unica del género Lithraea (Gayana, 1985), crece en la zona central.
Es un arbol o arbusto de 1,5-3 m de altura, glabro, ramas jovenes puberdlas, hojas alternas,
peciolos de 4-6 mm de longitud, margenes ondulados, nervadura muy sobresaliente en ambas
caras, 2,5-6 cm de longitud y 2-4 de ancho (Navas, 1976). Muy abundante. Florece desde
septiembre a diciembre. Areas de preferencia: cerro San Cristobal, termas de Colina, quebrada
del Arrayan, Apoquindo, quebrada de Pefialolén, quebrada de Ramdn, Cajén del Maipo, cerros

de Aculeo.

El maitén es un arbol nativo de 3-15 m de altura (Gayana, 1985), crece en la zona central, es
glabro, ramas generalmente péndulas. Hojas alternas, lanceoladas, de 1-8 cm de longitud, a
veces discolor, los méargenes del limbo foliar son aserrados o s6lo en su mitad superior, con
mucrones rojizos y caducos, nervadura muy marcada en ambas caras; peciolos de 2-5 mm de
longitud (Navas, 1976). Abundante. Florece desde septiembre a diciembre. Areas de preferencia:
cerros de Renca, termas de Colina, cerro San Cristdbal, cerro Manquehue, quebrada de

Pefialolén, Macul, cajon del Maipo, Maipd.

Es importante destacar que el trabajo de esta tesis es original, ya que los aceites esenciales de

boldo, peumo, maitén y litre no han sido evaluados frente a Nosema spp.

En Chile existen 13.430.602 ha con bosque nativo de las cuales un 2,6%, es decir, 345.089 ha
pertenecen al Tipo Forestal Esclerdfilo. Este Tipo Forestal se presenta en 9 de las 15 regiones,
siendo la VI Region la que concentra el mayor porcentaje con un 28,2% (CONAF-CONAMA-
BIRF, 1999a). Dentro de dicha Region, del total de bosque nativo, el 82,4% es del Tipo Forestal
Esclerofilo (CONAF-CONAMA-BIRF, 1999b) y donde abundan las especies vegetales a
estudiar, por tal razén la colecta del material vegetal se efectuara en dicha Region.

Hasta ahora, en Chile no existen productos registrados de origen natural para el control de la
nosemosis 0 de otras enfermedades fungales, por lo que se hace necesaria la busqueda de

alternativas de control entre productos derivados de plantas, considerando el importante
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reservorio de dichos aceites esenciales que se encuentra en especies vegetales de nuestro bosque
nativo esclerdfilo, por tanto, la solucién es innovadora y aportara un valioso conocimiento de las
capacidades farmaco terapéuticas de nuestra flora, que a su vez puede generar un mercado de
proyecciones interesantes para la cadena productiva relacionada con la apicultura, asi como para
los propietarios de predios que cuentan con especies de dicho bosque y en particular la VI
Region donde se colectara el material vegetal. Por consiguiente, la presente tesis puede entregar

un importante valor agregado a las especies vegetales en estudio.

La investigacion propuesta en esta tesis tiene como objetivo estudiar las potenciales propiedades
frente a Nosema spp., de los aceites esenciales e identificarlos principios activos y cuantificarlos
en las esencias obtenidas.Esto permitird estandarizar quimicamente dichos aceites, como
alternativa para combatir esta patologia que en la actualidad no tiene tratamiento y que ocasiona
graves dafios en los apiarios. lIdentificar la especie de nosema presente en las colmenas
infectadas en la zona de muestreada, zona geogréfica para la cual no se ha descrito la especie

causante del despoblamiento de las colmenas.
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I1. HIPOTESIS
1.1.- Hipotesis cientifica
Los aceites esenciales de especies vegetales autoctonas del bosque nativo escleréfilo como
boldo, peumo, maitén y litre presentan propiedades antifingicas contra Nosema apis y Nosema
ceranae, siendo inocuos para la abeja Apis mellifera.

1.2.- Objetivo general

Evaluar y estandarizar en su o (sus) componente(s) activo(s) un aceite esencial obtenido desde
una especie vegetal nativa como boldo, peumo, maitén y litre con efecto antifungico frente a
patégenos emergentes en el sector apicola, Nosema apis y Nosema ceranae e inocuidad en Apis

mellifera.

111. OBJETIVOS

1.3.- Objetivos especificos

1. Determinar la calidad del material vegetal utilizable para obtener aceites esenciales de
uso apicola.

2. Obtener los aceites esenciales y realizar un estudio comparativo de actividad antifungica
frente a Nosema spp. e inocuidad en abejas.

3. Seleccionar uno de los aceites esenciales que presente mayor actividad antifungica frente
a Nosema spp. (AEsgec)-

4. Evaluar el o (los) compuesto(s) mayoritario(s) del aceite esencial que presente mayor
actividad frente a Nosema spp.

5. Cuantificar los componentes mayoritarios del AEg..
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V. METODOLOGIA

1. Recoleccion del material vegetal
1.1 Colecta del material vegetal

Se colectaron hojas frescas de arboles con las caracteristicas para cada especie vegetal en la
zona de estudio. Las especies estudiadas correspondieron a boldo (Peumus boldus Mol.,
Monimiacaea), peumo (Cryptocarya alba Mol., Lauraceae), litre (Lithraea caustica Mol.,

Anacardiaceae) y maitén (Maytenus boaria Mol., Celastraceae).

1.2 Epoca de colecta

En base a la bibliografia y al seguimiento del estado fenoldgico de las especies en los predios
elegidos, se colectaron las muestras en el periodo de antesis, época en que las hojas de la

mayoria de las especies tienen la mayor produccion de aceite esencial (Naghdi et al., 2004).

1.3 Procedimiento de colecta y transporte

Se colectaron 250 g de hojas frescas de cada arbol seleccionado, hasta completar 7 kg de hojas
frescas por especie, las que debieron cortarse a la altura media y alrededor de todo el arbol. Este
procedimiento se realiz6 a mano, con guantes de latex, mascarilla, gorro y overol, con el fin de
no contaminar las muestras. Las muestras fueron introducidas en bolsas de papel kraft selladas
(SAGP, 2009) y se depositaron en mantenedores de temperatura (refrigeracion), y se

transportaron al laboratorio.

Figura 1. Recoleccion de las muestras vegetales
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1.4 Obtencion de muestras para su herborizacion (testigo herbario)

Se tom6 una rama de la zona apical de cada especie en el periodo de floracion, para su
herborizacion y se guardo un testigo de herbario, en el herbario de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (SQF). Una vez colectada la muestra en
terreno, ésta se colocd inmediatamente entre papeles de diario o papel filtro y a continuacion, se
sometid a presion con una prensa. Después de un dia se cambiaron los papeles, procedimiento
gue se repitio cada dia hasta que la muestra se encontr6 bien seca. Dicha muestra fue montada en
una carpeta de herbario que lleva una etiqueta con la siguiente informacion: fecha y lugar de
recoleccion, nombre del colector, altura sobre el nivel del mar, caracteristicas del sitio de

colecta, densidad poblacional (escasa, frecuente o abundante).

2. Estudio Quimico

2.1 Obtencion del aceite esencial de las especies vegetales en estudio

Las hojas frescas de cada una de las especies en estudio, fueron sometidas a un proceso de
limpieza y lavado, con el fin de eliminar las impurezas y material extrafio. A continuacion
fueron fracturadas y sometidas a un proceso de extraccion por arrastre de vapor de agua,
utilizando un equipo de extraccion constituido por un alambique, un condensador y un separador
de la esencia. El equipo tiene una capacidad para procesar 500 g de hojas. Este equipo generaba
vapor de agua en un recipiente separado del material vegetal, de tal forma que éste ultimo esta en
contacto sélo con el vapor de agua (Figura 2), evitando de esta forma la descomposicion de la
esencia (Bandoni, 2000). Una vez obtenidos los aceites esenciales, se calculé su rendimiento y
se guard6 protegidos de la luz (envase de vidrio ambar), a una temperatura entre 4 a 8 °C y en
atmasfera inerte como lo es el nitrégeno. Cada aceite esencial fue evaluado in vivo la toxicidad
que eventualmente pudiera generar en las abejas, segin metodologia descrita en el punto 3 y los
aceites inocuos fueron evaluados frente a Nosema spp., para determinar su eficacia frente a la

Nnosemosis.
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Figura 2. Aparato de condensacion, Clevenger
2.2 Obtencién de una mayor cantidad del aceite esencial seleccionado (AEsgiec)
Siguiendo la metodologia sefialada en el numerando 2.1 se obtuvo una mayor cantidad del
AEg,.. Con este fin y de acuerdo con el rendimiento obtenido en la primera etapa del estudio

quimico, se extrajo aproximadamente 7 kg de hojas.

3. Determinar la calidad de la materia prima (materia vegetal) utilizable para obtener un
aceite esencial de uso apicola

Se utilizaron los criterios de calidad indicados por la OMS (Solimene, 2007), por tanto, el
material vegetal recolectado fue sometido a los siguientes analisis:

3.1 Determinacion de material extrafio a la droga vegetal

Este analisis se realizd6 mediante microscopia con el fin de investigar la presencia de insectos,

heces de animales y otras especies de plantas (Solimene, 2007), lo cual se realizd en el
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Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

3.2 Determinacion de metales toxicos

La presencia de cobre, cromo, cadmio, plomo y niquel, se realizé por Espectrometria de emision
atomica (ICP-AES), para lo cual se solicitd prestacion de servicio al Centro de Ensayos y
Estudios Externos de Quimica (CEQUC) de la Universidad Catdlica.

3.3 Determinacion de dioxinas, furanos y DL-PCBs

Mediante la aplicacién del bioensayo EROD a través del cultivo celular H4IIE (Whyte et al.,
2004; Valdovinos, 2009; Schoffer et al., 2011) se realiz6 la determinacién de dichos
xenobidticos en el Centro de Investigaciones Ecotoxicolégicas (CIEMAYOR) de la Universidad

Mayor.

3.4 Determinacion de contaminantes microbioldgicos

Se determiné la presencia de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,
Shigella sp, Escherichia coli, hongos y levaduras. Estos andlisis se realizaron en el Instituto
Nacional de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile, para
ello las muestras de hojas frescas de ambas especies (peumo y maitén) fueron enviadas en

envases sellados y estériles en mantenedores de temperatura a 4°C.

4. Evaluar in vivo la toxicidad de un aceite esencial frente a Apis mellifera y la eficacia

frente a Nosema spp.

4.1 Evaluacion en condiciones de laboratorio de la toxicidad de los aceites esenciales, y

compuestos mayoritarios de dichos aceites sobre las abejas (Apis mellifera)

Debido a que muchas veces los tratamientos contra patologias de las abejas pueden producir la

muerte de las mismas por efectos toxicos, se evalud cudl es la cantidad de aceites esenciales o
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sus extractos necesarios para que se produzca la muerte en la mitad de la poblacion de abejas
expuestas a dicho producto, procedimiento conocido como “Dosis Letal Media” (DL 50) (Albo
et al., 2010; Gende et al., 2009). Para realizar esta actividad, se utilizé el Test de toxicidad oral
aguda para abejas, descrito en el protocolo 213 de la OECD, que forma parte de la serie de
documentos OECD Guidelines for the testing of chemicals (OECD, 1998). Dicho test es un
ensayo de laboratorio, disefiado para evaluar la toxicidad oral aguda de plaguicidas y otros

productos quimicos, para las abejas obreras.

Se utilizaron abejas recién nacidas de manera de evitar susceptibilidades o presencia de
tolerancia adquirida en los individuos. Se ubicaron 10 abejas en jaulas de malla de aluminio de
16 cm de largo y 4,5 cm de diametro con un alimentador en uno de los extremos (Donovan y
Elliot, 2001). Las abejas fueron mantenidas en oscuridad a 32 + 2° C y a una humedad relativa
de 50 - 70%, no obstante, las observaciones de los resultados del test, fueron realizadas con luz

normal.

Las esencias evaluadas se obtuvieron como fue descrito anteriormente a partir de hojas de
peumo (Cryptocarya alba Mol., Lauraceae), boldo (Peumus boldus Mol., Monimiaceae), maitén
(Maytenus boaria Mol.) y litre (Lithraea caustica Mol., Anacardiaceae) y fueron mezcladas
respectivamente con una solucion de sacarosa al 50% p/v en una proporcién de 1:1y entregado a
través de una punta de micropipeta de p-1000 (punta azul). La dosis fue entregada ad libitum.

Las abejas no fueron alimentadas 2 horas previas al inicio del ensayo.

El nimero de concentraciones y réplicas, cumplié con los requisitos estadisticos para la
determinacion de la DLsy con limites de confianza del 95%, por tanto, se utilizaron cinco
concentraciones de una serie geométrica, con un factor no superior a 2.2 y que cubre el rango
para la DLsy, requeridos para la prueba. De acuerdo a las recomendaciones de la OECD (1998),
se consideraron al menos tres réplicas para cada concentracion a evaluar y tres controles, cuyas
abejas fueron alimentadas s6lo con una solucién de sacarosa 50% p/v. Ademas, de acuerdo a las
exigencias de la OECD (1998) se utilizé un tdéxico de referencia (dimetoato) para verificar la

dosis respuesta esperada, en un rango de 0,10-0,35 pg /abeja (Albo et al., 2003).
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La duracion del test fue de 48 horas. La mortalidad se registré a las 4 horas después del inicio de
la prueba, luego a las 24 y 48 horas. Finalmente, toda conducta anormal observada durante el
periodo de prueba fue registrada.

5. Determinacion mediante PCR de la presencia de Nosema apis o Nosema ceranae

5.1 Obtencién de muestras concentradas de esporas de Nosema spp. y analisis PCR

5.1.1 Muestras

Por un lado fueron analizadas las muestras obtenidas de las colmenas del centro agrario para
identificar con que agente se infectaria posteriormente en laboratorio y por otro lado se
analizaron las muestras provenientes de la VV Region de Valparaiso pertenecientes a colmenas de
las localidades de San Antonio, Limache y la Ligua, correspondientes a colmenas que
presentaron despoblamiento, presencia de enfermedades en la cria y debilitamiento en general,
informacidn proporcionada por Alianza productiva INDAP-Agro Apilcutura Ltda., y que habian
sido utilizadas en los ensayos preliminares de efectividad 6.1. y ensayos de efectividad 6.2., de
esta manera identificar el o los agentes presentes en muestras provenientes de nuestro pais. Se
recolectaron muestras de dichas colmenas, constituidas por 60 abejas pecoreadoras (aquellas que
recolectan los alimentos de las flores), éstas fueron procesadas macerando los abdémenes de 30
abejas en 5 mL de agua destilada. La suspension obtenida fue filtrada para eliminar los restos del
exoesqueleto de la abeja y centrifugada a 1200 rpm durante 10 min, resuspendiendo

posteriormente el pellet obtenido en 1 mL de agua destilada.

5.1.2 Purificacion y concentracion de esporas Nosema spp.

Para concentrar muestras con esporas de Nosema spp. se repitié el procedimiento de moler en
grupos de 10 abejas hasta completar un total de 200 abejas, luego de filtrar esos tejidos mediante
la utilizacion de Stomacher 80, fue centrifugado por 10 minutos a 2500 rpmy 4° C. Se elimin0 el
sobrenadante y se agregé 15 mL de PVP (polivinilpirrolidona, percoll® Sigma) al 95%. Se
realiz6 una segunda centrifugacion pero esta vez por 40 min a 11000 rpm y a una temperatura de

10 °C. Se obtiene con una pipeta Pasteur la nube de esporas y se llevo a un tubo de 15mL
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posteriormente se agregd H,O bidestilada ultrapura (milliq) hasta completar volumen y se agitd
en vortex. Posteriormente se lavaron las esporas, para ello se centrifugd a 2000 rpm por 10 min.
Se elimind parte del H,O y se mantiene 1mL. Se afiadié nuevamente H,O hasta completar el
volumen. Se elimina el H,O con pipeta y nos quedamos con el sedimento (pellet) de 1 mL y lo
pasamos a tubos de 2 mL. Se adiciond H,0O bidestilada ultrapura (millig) hasta completar 2 mL.
Se centrifugd 10 min a 8200 rpm. Nuevamente se extrajo el sobrenadante con una micropipeta y
se mantiene el sedimento, con pipeta adicionar 1 mL H,O millig al tubo de 2 mL y se dispuso de
esta manera de una muestra concentrada y purificada de esporas de Nosema spp. Estas muestras
se mantuvieron a temperatura ambiente hasta el momento de ser utilizadas para evitar la pérdida

de virulencia. (Fries et al., 2010, Stevanovic et al., 2011)

Posteriormente, con el concentrado de esporas se procedio a realizar dos actividades:

1) Determinacion de la carga de esporas obtenidas en un paso posterior para ser
inoculadas en las abejas sanas

2) Andlisis de PCR para la identificacion especifica del o los agentes obtenidos de las

muestras de abejas

5.1.3 Deteccion de esporas y extraccion de DNA

El pellet fue analizado por microscopia de contraste de fases amplificada a 40x, en un
microscopio optico Nikon Eclipse 80i DIC (Differential Interference Contrast), para verificar la
presencia de esporas (OIE 2004), el conteo de esporas se realiz6 en una cdmara de Neubauer
(Cantwell et al., 1970). Esta metodologia fue utilizada para determinar presencia o ausencia de
esporas pertenecientes a Nosema spp. y para determinar la carga de esporas obtenidas en la etapa
de purificacion y concentracion de esporas. Parte del pellet (400 pL) fue agitado junto con 0,1 g
de perlas de vidrio (2 mm de didmetro) 30 veces por segundo (s) durante 4 min en un agitador
TissueLyser (Qiagen) para romper la pared de las posibles esporas presentes. Posteriormente se
procedio a la extraccion del DNA (en triplicado), incubando previamente 150 pL de cada una de
las muestras procesadas a 56 °C junto con 20 pL de proteinasa K y 30 pL de buffer ATL
(Qiagen) durante toda una noche. Tras la incubacion se realizd la extraccion del DNA utilizando
BioSprint™ 96 DNA Blood Kit (384) (Qiagen, Cat. No. 940057) en un robot Biosprint 96

(Qiagen) mediante el programa BS96_DNA_Tissue. Una vez obtenidos los extractos, se
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procedié a analizar la presencia de N. ceranae y N. apis mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

5.1.4 PCR multiple

La técnica de diagnostico utilizada fue una PCR mltiple, en la que se detecta la presencia de N.
ceranae y N. apis en una sola reaccion (Martin-Hernandez et al., 2007) y ademas se amplifica un
fragmento de la subunidad | del gen de la citocromo ¢ oxidasa | (COIl) de A. mellifera, lo cual

sirve como control interno de la reaccién.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler ep gradient S
(Eppendorf®) en un volumen total de reaccioén de 25 pL, conteniendo 2,5 pL de extracto de
DNA, 2,5 pL de H,0O de PCR y 20 L del mix de PCR que contiene la polimerasa FastStart PCR
Master 12,5 yL (Roche 04 710 452 001), 0,2mg/mL de albdmina de suero bovino, 0,1% de
Triton X-100, 3 mM MgCl, 0,4 uM de los partidores (primers) de 218MITOC y 321APIS y
0,03 UM de los partidores COI (ver Tabla 1). El programa en el termociclador consistié en 94°C
por 2 min, seguido por 10 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 61,8°C, y 45 s a 72°C, 20 ciclos por 15 s
de 94°C, 30 s a 61,8°C, 50 s a 72°C, unos 5 s de elongacién para cada ciclo y un paso final de
extension de 72°C por 7 min. Junto con las muestras se proceso en paralelo el control negativo
(H20O destilada) para detectar posibles contaminaciones en la fase de la PCR y control positivo
correspondiente a patrones de N. apis y N. ceranae (Martin-Hernandez et al., 2007).

El andlisis de PCR se realizo para identificar el agente etiolégico presente en las muestras de N.

apis o N. ceranae y purificar por tipo de agente para posteriormente infectar abejas sanas.

30



Tabla 1: Partidores seleccionados para detectar la presencia de N. ceranae, N. apis y A.

mellifera.
TAMANO
PARTIDORES SECUENCIA? PRODUCTO ESPECIFICIDAD
DE PCR (pb)
218MITOC-FOR 5 -CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3"
218-219° N. ceranae
218MITOC-REV | 5-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3’
321APIS-FOR 5 -GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3 301 N .
. apis
321APIS-REV 5-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3’ P
COI-FOR 5"-GGGTCCAAGACCAGGAACTGGAT-3"
5- 118 A. mellifera
COI-REV
GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAGAAAA-3’

% Las colas CG afiadidas a los partidores estan subrayadas; ® Hay 1 pb (par de bases) de
diferencia en el tamafio de los amplicones (producto de una replicacidn artificial) obtenidos de
N. ceranae dependiendo de las distintas secuencias para esta especie disponibles en GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

6. Evaluacion in vivo en condiciones de laboratorio de la eficacia de los aceites esenciales, y

compuestos mayoritarios de dichos aceites sobre Nosema apis y Nosema ceranae

6.1. Ensayo preliminar de prevencion frente a la infeccion con Nosema spp.

Consistid en proporcionar tres aceites esenciales (litre, peumo y maitén) por siete dias a un total
de 9 grupos de abejas (5 abejas cada uno) y 3 grupos control negativo (5 abejas cada uno). El
grupo control negativo recibié sélo jarabe de sacarosa 50% p/v antes de ser inoculadas con las
esporas de Nosema spp., (especie que fue identificada de acuerdo con la metodologia descrita en
el punto 3). Los efectos obtenidos con los aceites esenciales (AE) fueron comparados con el

grupo control negativo (infectadas sin tratamiento).

Se les administré por via oral los diferentes AE a las abejas en cada uno de los grupos 7 dias
antes de ser inoculadas con las esporas de Nosema spp., de manera de poder determinar si
alguno de estos compuestos permite obtener cierta “resistencia” de las abejas frente a
infestaciones con esporas de este agente, traduciéndose esto entonces en un eventual efecto

preventivo del AE.
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Las abejas fueron mantenidas en jaulas (con 5 abejas por jaula) dentro de una incubadora a 34 +
1°C y una humedad del 75 = 5%, durante todo el ensayo excepto al momento de inocular con las
esporas de Nosema spp.

Con este fin se prepard una solucion con una concentracion de 3,2 x 10° esporas/mL en solucién
de sacarosa al 50% p/v. A cada jaula con 5 abejas se les proporciond 25 uL de dicha solucién
utilizando una micropipeta y dejandolo sobre una masa preparada en base a fructosa y jarabe de
sacarosa (50%). Este procedimiento fue realizado 7 dias después de iniciado la ingesta de los AE
y lo mismo para el grupo control que recibié solo el jarabe de sacarosa (50%) (Fries et al., 1992,
Chioveanu et al., 2004).

6.2 Ensayos para determinar la eficacia de los aceites esenciales frente a Nosema spp.

Inoculacién de las abejas sanas con cargas de esporas de Nosema spp., via oral para
determinar la efectividad de los AE (laboratorio de productos naturales de la Facultad de

Quimica y Farmacia)
Los pasos a seguir fueron los siguientes:

A. Muestreo de abejas libres de nosemosis de la localidad de Buin, RM. Se colectaron
abejas recién nacidas de colmenas de los apiarios de los socios del proyecto que
mediante el muestreo en terreno y posterior analisis de laboratorio se confirmé la

ausencia de esporas de Nosema spp.

B. Muestreo de abejas con nosemosis provenientes de la Region de Valparaiso,
determinacion de la carga de esporas por microscopia Optica con camara de Neubauer y
obtencion de esporas (macerando los abdémenes de 30 abejas en 5 mL de agua
destilada, la suspension obtenida fue filtrada para eliminar los restos del exoesqueleto de
la abeja y centrifugada a 1200 rpm durante 10 min, resuspendiendo posteriormente el
pellet obtenido en 1 mL de agua destilada) para posteriormente infectar abejas sanas en
laboratorio con una carga inicial de esporas (2,04 x 10° esporas/mL en solucion de
sacarosa (50%), cada jaula contd con 5 abejas se les proporciond 25 uL de dicha

solucioén utilizando una micropipeta al igual que en el punto 6.1.
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. Determinacién y evaluacién de la presencia de nosemosis en las abejas infectadas en el
laboratorio con las esporas obtenidas (B).

. Se determind la presencia de la enfermedad mediante la observacion de los signos
clinicos en las abejas cada 24 horas. Estos signos clinicos consisten en: excitabilidad
inicial y posteriormente letargo e inactividad, pérdida de la capacidad del vuelo y de
picar con el aguijon, aumento del consumo de alimento, disminucion del tiempo de vida
y mortalidad temprana (Bruno, 2003; De la Sota y Bacci, 2004).

Determinacion de la carga de esporas en el tracto intestinal de las abejas posterior a la
infestacion para ser utilizadas en el ensayo efectividad de los AE. Se colectd 1 abeja
viva a modo de muestreo (ademas de las abejas que fueron muriendo) desde cada jaula
para ir evaluando el desarrollo de la enfermedad y de la carga de esporas a los dias
posteriores a la inoculacion segln lo recomendado por Fries et al., (1988), Higes et al.,

(2007). Procedimiento que se realiz6 hasta el dia 12.

Las abejas infectadas restantes fueron utilizadas en el ensayo para determinar la
efectividad de los AE (punto E).

. Determinacion de la eficacia del AE frente a Nosema spp., que presenté mayor actividad

en el ensayo preliminar de prevencién descrito en el punto 6.1. Se trabajé con 3 grupos

de tratamientos compuesto por 5 jaulas (con 5 abejas infectadas por jaula excepto el

grupo control constituido por abejas sanas). Los 3 grupos de tratamiento fueron:

1. Grupo Nosema spp., control positivo tratado con fumagilina (C1),

2. Grupo Nosema spp., control negativo sin tratamiento al cual sélo se le proporcion6
jarabe de sacarosa 50% p/v (C2),

3. Grupo Nosema spp., tratado con el AE seleccionado (T1).

. La administracion del AE seleccionado, fumagilina y jarabe de sacarosa (C2) se
administro el dia 1, 4 y 8. La evolucion del tratamiento entre los 3 grupos se realiz6
muestreando el dia 4 posterior al tratamiento, dia 8 y 12 con el fin determinar la carga de
esporas por microscopia éptica con camara de Neubauer por grupos de abejas tomando 1

jaula con 5 abejas cada vez (Maistrello et al., 2008).
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6.3 Confirmacién de la eficacia del AEg. en el punto anterior a la concentracion que

demostraron tener mejor efecto sobre la carga de esporas.

El AEc en el punto anterior (seleccionado tanto por presentar mayor eficacia y mayor
rendimiento) fue sometido a un ensayo para confirmar su actividad frente a la nosemosis
utilizando ensayos estandarizados en el Laboratorio de Patologia del Centro Agrario de
Marchamalo, Espafia.

Para lo cual se trabaj6 con 3 grupos de tratamientos compuesto por 3 jaulas cada uno y con 35
abejas/jaula, nacidas en laboratorio, se esper6 7 dias y se infectaron con una carga de 5 x 10*
esporas por abeja, luego se dej6 transcurrir 5 dias para comenzar con la aplicacion del

tratamiento en el alimento ad libitum (Higes, 2007; Higes et al., 2010):

1. Grupo sin infectar control negativo (NI),
2. Grupo infectado con esporas de Nosema spp. control positivo sin tratamiento al
cual sélo se le proporcionara jarabe de sacarosa 50% con promotor L al 2% (IST),

3. Grupo infectado con esporas de Nosema spp. tratado con el AEge. (ICT)
Para realizar esta actividad, fue necesario contar con abejas libres de la enfermedad y que estén
dentro de un ambiente libre de esporas. Ademas, se utilizaron colmenas que presentaron la
enfermedad para obtener muestras positivas y concentrar la carga de esporas mediante
centrifugacion (OIE, 2004).

6.3.1 Obtencidén de abejas libres de esporas de Nosema spp.

Se colectaron 2 marcos con cria operculada tardia de colmenas del Centro Agrario de
Marchamalo mediante el muestreo en terreno y posterior analisis de laboratorio no presentaron
esporas de Nosema spp. Estos marcos fueron trasladados al laboratorio y las abejas que fueron
naciendo se colocaron en jaulas de 16 cm de largo x 4 cm de diametro para ser mantenidos en
condiciones de laboratorio controladas considerando temperaturas ambientales de 34 + 1°C, una
humedad relativa del 75 + 5% y en una habitacion con luz tenue (Malone y Stefanovic, 1996).
Ambas variables ambientales fueron monitoreadas mediante la instalacion de un

termohigrometro ambiental.
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El procedimiento de recoleccidn se realiz6 segln lo recomendado por Maistrello et al., (2008);
Malone et al. (1995); Malone y Giacon (1996), él que consistio en ir colectando los imagos que
van naciendo de las celdillas operculadas y trasladarlos a las jaulas hasta completar un nimero
de 35 individuos por unidad, logrando 12 unidades en total. La colecta de las abejas recién
nacidas fue realizada cada 24 horas (Fries, 1988).

Cada unidad fue marcada para individualizarla y alimentada con jarabe de sacarosa al 50% més
promotor L® al 2% como fuente de proteina y vitaminas. El jarabe sacarosa fue proporcionado
con un alimentador desde la tapa con una pequefia perforacion en cada jaula (Huang et al.,
2007).

6.4 Evaluacion in vivo en condiciones de laboratorio de la efectividad de los compuestos

mayoritarios del aceite esencial de peumo sobre Nosema spp.

Se determind la eficacia de los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de peumo
siguiendo la metodologia descrita en el punto 6.3. Estos ensayos fueron realizados en el marco
de una colaboracién en la Universidad del Desarrollo, la que facilitdé sus colmenas e

infraestructura.

7. Caracterizacion del aceite esencial seleccionado

7.1 Caracterizacion del aceite esencial de peumo

El aceite esencial seleccionado (AEs.) fue caracterizado cualitativamente por cromatografia en
fase gaseosa (CG) acoplada a un espectrometro de masas (EM). El equipo utilizado fue un
Cromatdgrafo de Gases con Espectrometro de Masas "ion trap”, Varian 431-GC, columna apolar
de silice fundida DB-5MS (0,25 mm x 30 m x 0,25 um), y detector 220-MS con tipo de
ionizacion de impacto con electrones e ionizacién quimica y base de datos NIST 2008. La
temperatura del inyector fue de 250°C la fuente de ionizacion se mantuvo a 70 eV. El gas de
arrastre usado fue helio 99,99%, a un flujo de 1 mL/min. El rango de masas utilizado fue de
40uma — 300uma (De Heluani et al., 2003; Rojas et al., 2004; Leyva, 2007). Para inyectar el
aceite al equipo se prepar6 una dilucion de 1:10 en etanol. Este andlisis se realizd en el
CEPEDEQ de la Universidad de Chile.
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7.2 Cuantificacion de los compuestos mayoritarios
Con los compuestos mayoritarios identificados en el punto 7.1, y adquiridos en SIGMA

ALDRICH® 99,9% se obtuvieron las curvas de calibracién multiestandar, con el fin de

cuantificar estas sustancias en el AEg .., mediante CG-EM.
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CAPITULO IV
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Recoleccion del material vegetal

Se colectaron las hojas frescas de arboles con las caracteristicas “tipo” para cada especie en la

zona de estudio. Las especies estudiadas se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Especies vegetales y localidad correspondiente

boldo (Peumus boldus Mol.,
Monimiacaea)

San Juan, Quirihue Regidn del Maule

peumo (Cryptocarya alba Mol.,
Lauraceae)

Altos de Chicauma, Lampa

litre (Lithraea caustica Mol.,

Anacardiaceae)

San Juan, Quirihue Region del Maule

maitén (Maytenus boaria Mol.,

Celastraceae)

Pefialolén, Region Metropolitana

Se colectaron las hojas de las especies en estudio, en el periodo de antesis, época en que la

mayoria de las especies presentan un mayor contenido de aceite esencial (Naghdi et al., 2004).

Las fechas de recoleccion se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Especies vegetales y fecha de recoleccion

Boldo julio a noviembre 19 septiembre 2011
Peumo noviembre a enero 22 septiembre 2011

Litre septiembre a diciembre 19 septiembre 2011
Maitén septiembre a diciembre 19 septiembre 2011

Se colectaron inicialmente 4 kg de hojas frescas de cada una de las especies en estudio y se

completd hasta llegar a los 7 kg de hojas frescas en caso de las especies Cryptocarya alba Mol.y

Maytenus boaria Mol. Este procedimiento se realiz6 como se detallé anteriormente en la

metodologia.

Ademas se obtuvieron muestras de cada especie, para su herborizacién (testigo de herbario)

como se detall6 en la metodologia (punto 1.4). Cada muestra fue montada en una carpeta de

herbario (Figura 3), los codigos de registros son los siguientes: boldo (22473 SQF Quirihue),

peumo (22472 SQF Altos de Chicauma), maitén (22776 SQF Pefalolén) y litre (22475

Quirihue).
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Figura 3. Testigos herbarios (a) litre, (b) boldo, (c) maitén y (d) peumo
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2. Estudio Quimico

2.1 Obtencidn del aceite esencial de las especies vegetales en estudio

Los aceites esenciales de cada una de las especies vegetales se obtuvieron por extraccion de
arrastre de vapor de agua (Bandoni, 2000), como se describi6 en la metodologia (punto 2.1). El
procedimiento fue repetido las veces necesarias para extraer la esencia de todo el material

recolectado.

Una vez obtenidos los aceites esenciales, se calculd su rendimiento y se guardaron protegidos de
la luz, a una temperatura entre 4 a 8 °C y en atmoésfera inerte como lo es el nitrégeno. Cada
aceite esencial fue evaluado frente a A. mellifera para determinar la toxicidad que genera en las

abejas meliferas.

2.2 Obtencion de una mayor cantidad del aceite esencial seleccionado

Siguiendo la metodologia sefialada en el numerando 2.1 se obtuvo una mayor cantidad de los
aceites esenciales seleccionados en el punto 6.2. Con este fin y de acuerdo con el rendimiento
obtenido en la primera etapa del estudio quimico, se extrajeron aproximadamente 7 kg de hojas

de las especies estudiadas.

Tabla 4. Rendimiento (%) de los aceites esenciales obtenidos desde las hojas de maitén y peumo

ACEITE ESENCIAL RENDIMIENTO %
Peumo 0,63
Maitén 0,05

Los rendimientos obtenidos (Tabla 4) para el AE de peumo est4 de acuerdo a lo publicado por
Avello Lorca et al., (2012). Para maitén no se encontraron datos bibliograficos que hicieran

referencia de obtencion de aceite esencial.
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3. Determinacion de la calidad de la materia prima (material vegetal) utilizable para

obtener un aceite esencial de uso apicola

Utilizando los criterios de calidad indicados por la OMS (Solimene, 2007), el material vegetal
recolectado fue sometido a los siguientes analisis:

e Determinacion de material extrafio a la droga vegetal

e Determinacion de metales toxicos

e Determinacion de contaminantes microbioldgicos

Como se explica en un paso posterior (4. y 6.), fueron seleccionadas dos especies vegetales
considerando dos aspectos: baja toxicidad frente a A. mellifera y mayor efectividad frente a
Nosema spp., dichas especies fueron maitén y peumo. Finalmente el aceite esencial de maitén se
descartd del estudio por el bajo rendimiento obtenido y se continud el estudio s6lo con el aceite

esencial de peumo.
3.1 Determinacion de material extrafio a la droga vegetal
Se investigd la presencia de insectos, heces de animales y otras especies de plantas (Solimene,

2007), lo cual se realizo en el Laboratorio de Productos Naturales. Las hojas contaminadas no

fueron utilizadas en el proceso de obtencion del aceite esencial (ver Figuras 4 y 5).
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Figura 4. Determinacion de material extrafio a las hojas de peumo.
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-

Figura 5. Determinacion de material extrafio a las hojas de maitén.

3.2 Determinacién de metales toxicos: cobre, cromo, cadmio, plomo y niquel
Se realiz6 por espectroscopia de emision atomica (ICP-AES), para lo cual se solicitd una

prestacion de servicio al CEQUC de la Universidad Catdlica. Las muestras fueron enviadas en las
condiciones indicadas en la Figura 6.
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Figura 6. Material vegetal pulverizado seco de hojas de peumo y maitén (10g).

Los resultados obtenidos del anélisis de metales pesados en hojas pulverizadas de peumo y
maitén se presentan en la Tabla 5. De acuerdo a lo publicado por Rosal et al., (2007), la presencia
de metales pesados en el material vegetal proveniente de hojas de maitén y peumo se encuentra
dentro de los limites permitidos por la ley espafiola (ver tabla 6).

Segun el Reglamento Sanitario de los Alimentos DS 977/96 (SAG, 2009) los limites de metales
pesados permitidos en alimentos son: para el cadmio un limite de 0,5 mg/kg (de producto final),
cobre un limite de 20 mg/kg y plomo un limite de 2 mg/kg. Al respecto, las muestras en estudio

no excedieron los limites sefialados.

Tabla 5. Presencia de metales pesados en material vegetal proveniente de hojas de maitén y

peumo
Determinacion Maitén Peumo
(mg/kg de material vegetal)

Cadmio <1 <1

Cobre 8,7 75

Cromo 15 <1

Niquel <1 <1

Plomo <1 <1
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Tabla 6. Contenido en Metales en RSU y limites propuestos en diferentes normativas

Cd Cu Cr Ni Pb Zn
(mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
RSU 4 47 104 a8 120 90
Compost 1% afio 3 276 30 50 165 415
Compost 2° afio 3 252 a7 57 120 579
Compost 3% afio 2 373 84 64 144 603
Ley Espanola
RD 824/2005 - A 07 70 70 25 45 200
RD 824/2005-B 2 300 250 a0 150 500
RD 824/2005 - C 3 400 300 100 250 1000
Etiqueta ecolégica
Decision 2001/688/CE 1.5 & 140 20 140 300
= Drart B.1.5. J
Compost 17 categoria 07 100 100 50 100 200
Compost 2° categoria 1.5 150 150 75 150 400
Bio-residuo estabilizado 5 600 600 150 500 1500

Estos metales pesados son un potencial riesgo para la salud humana. EI cadmio es sumamente
toxico, ademas de cancerigeno. En madres expuestas al cadmio produce serias afecciones con
lesiones para el embarazo, presencia de proteina en la orina, irritacion gastrointestinal, nauseas,
vomitos y dolor. La intoxicacidn cronica causa severos dafios renales, debido a que este elemento
se acumula en los rifiones. Ademas disminuye la actividad pulmonar, produciendo enfisema y

cancer pulmonar.

El cobre es una sustancia esencial para la vida humana, pero en altas dosis puede causar anemia,
dafio al higado, rifiény la irritacion del estémago e intestino. Este metal aparece normalmente en
agua potable de las tuberias de cobre, también como de los afiadidos disefiados para controlar el

crecimiento de algas.

El cromo genera afecciones locales sobre la piel causando dermatitis, sensibilizacion de la piel,
irritacion de la piel y mucosas, bronquitis cronica, ulceraciones del tabique nasal, dolores

respiratorios y de cabeza, hemorragia nasal y dermatitis aguda.
El cuerpo humano requiere pequefias cantidades de niquel para producir las células de sangre, sin

embargo, en cantidades excesivas, pueden llegar a ser suavemente tdxico. La exposicion a largo

plazo puede causar pérdida de peso corporal, el dafio del corazon, del higado y la irritacion de
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piel. El niquel puede acumularse en la vida acuatica, pero su presencia no se magnifica a lo largo

de cadenas de alimentos.

Es importante comentar que este analisis es muy aplicado en productos a base de hierbas
importadas. En un anélisis publicado por la Food and Drug Administration (FDA) de tales
productos, 24 de 251 productos contenia plomo, en cantidades que oscilan desde 10 hasta 319
ppm. El arsénico se encontrd en 36 productos (20-114 000 ppm) y mercurio en 35 productos (22 a
5070 ppm), generando en la poblacion reacciones de hipersensibilidad, hepatotoxicidad,

nefrotoxicidad entre otros (Smolinske, 2005).

Por estas razones es importante descartar presencia de metales pesados en materia prima utilizada
para obtener un aceite esencial de uso apicola, sobre todo si pensamos en desarrollar un

fitofarmaco de uso veterinario, en un estudio posterior a esta tesis.

3.3 Determinacion de dioxinas, furanos y DL-PCBs

Mediante la aplicacion del bioensayo 7-etoxiresofurina-o-deetilasa (EROD) como biomaracdor
de exposicion a dioxinas y compuestos similares a dioxinas a través de un cultivo celular H41IE
(hepatoma de rata) (Whyte et al., 2004; Valdovinos, 2009) se realiz6 la determinacion de dichos
xenobidticos en el Centro de Investigaciones Ecotoxicolégicas (CIEMAYOR) de la Universidad

Mayor.

La muestra identificada correspondiente a hojas de peumo presenté un valor de 0,15 TCDD-
EQ/pg de muestra (Equivalente toxico de 2,3,7,8- tetraclorodibenzeno-p-dioxina), por tanto, ésta
no presentd contaminacion por dioxinas. Cabe mencionar que las dioxinas que se encuentran
frecuentemente en material contaminado son: dibenzo-p-dioxinas policlorados (PCDDs),
dibenzofuranos policlorados (PCDFs) y bifenilos policlorados semejantes a dioxinas (DL-
PCBs).

El bioensayo con linea celular H4IIE es una herramienta Util, alternativa y/o complementaria
para estimar la presencia de las dioxinas antes mencionadas, tanto en material vegetal como en

otras matrices. Segun Whyte et al., (2004) entre las ventajas que posee el bioensayo se
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encuentran: a) utiliza un mecanismo de accion comdn para la deteccién de dioxinas, b) la
presencia de compuestos inductores del citocromo P4501A1 en la muestra es medida en
conjunto, c) puede evaluar estos compuestos aun en concentraciones menores al limite de
deteccion del andlisis quimico y d) es mas economico que la cromatografia de gases de alta
resolucion acoplada a espectrofotometria de masas de alta resolucion (10-25%) (Schoffer et al.,
2011).

En humanos y otros vertebrados, las dioxinas son consideradas como factores de riesgo para el
desarrollo del cancer, inmunodeficiencia, reduccion del peso testicular y de la espermatogénesis
(EC, 2001), desarrollo de patologias del sistema nervioso central y periférico (Guo et al., 2003),
disrupcion endocrina y mayor incidencia de diabetes entre otras patologias, por esto que se
determind la presencia de dioxinas en las muestras de hojas de peumo certificando este material

vegetal libre de dioxinas como materia prima para futuros fitofarmacos.

3.4 Determinacién de contaminantes microbioldgico

Se determind la presencia de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,
Shigella sp, Escherichia coli, hongos y levaduras. Estos analisis se realizaron en el Instituto de

Nutricion y Tecnologia de los alimentos de la Universidad de Chile (INTA), obteniendo los

resultados presentados en las Tablas 7a 'y 7b para hojas de peumo y maitén respectivamente.
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Tabla 7a. Determinacion de contaminantes microbiolégicos de las hojas de peumo

Parametro Resultados
NMP E. coli <3 E. coli UFC /g
H. filamentosos 60 x 10" UFC/g
H. levaduriformes 19 x 10° UFC/g
P. aeruginosa <100 UFC/g
S. aureus <10 UFC/g
Salmonella sp Ausente
Shigella sp Ausente

UFC: unidad formadora de colonia.

NMP: nimero mas probable
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Tabla 7b. Determinacion de contaminantes microbioldgico de las hojas de maitén

Parametro Resultados
NMP E. coli <3 E. coli UFC /g
H. filamentosos 25x 10° UFC/g
H. levaduriformes 33 x 10* UFC/g
P. aeruginosa <100 UFC/g
S. aureus <10 UFC/g
Salmonella sp. Ausente
Shigella sp. Ausente

UFC: unidad formadora de colonia.

NMP: nimero mas probable

Segun el Reglamento Sanitario de los Alimentos 977 (SAG, 2009) son considerados de riesgo

para la salud en productos alimenticios con valores iguales o superiores de E. coli 10? UFC/g, H.

3
filamentosos 10° UFC/g, H. levaduriformes 5x10 UFC/g, S. aureus 10> UFC/g, para Salmonella
sp. el limite es igual 0 UFC/g. No se encontraron valores de referencia para P. aeruginosa y

Shigella sp. Para el caso de té y hierbas para infusiones se encontr6 sdélo un valor limite de

3
Enterobacteriaceas 10 UFC/g. De acuerdo a estos valores las muestras de hojas de peumo y
maiten se encuentran dentro de los valores microbiolégicos permitidos, excepto en el caso de las
hojas de maitén que presentd H. levaduriformes 33 x 10* UFC/g sobrepasando el valor limite

antes mencionado.
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Como se mencion6 anteriormente el material vegetal debe estar libre de contaminantes, tales

como insectos, excrementos, polvo o cualquier otro.

Las especies aromaticas pueden hallarse en el mercado enteras o con diferentes tipos de corte. Su
transporte se realiza en diferentes envases o recipientes como sacos, bolsas de papel. Una vez

revisadas, las plantas son sometidas a cuarentena, hasta evaluar su calidad.

De cada lote se toma una muestra la cual sigue un esquema predeterminado y basado en peso
total de la partida, el nimero de sacos o recipientes que comprende y el grado de trituracion del
material vegetal. Esa muestra se somete a control de calidad (Flores, 2010).

El control de calidad tiene como objetivo asegurar la identidad del material, es decir confirmar
que corresponde a la parte de la planta y la especie vegetal. Asegurar que se encuentra en las
condiciones adecuadas de comercializacion en lo que se refiere a su estado de conservacion y
pureza, es decir, que no ha sufrido alteraciones, adulteraciones ni excede los limites de

materiales extrafios u otros contaminantes (Bandoni, 2000).

El Reglamento del Sistema Nacional de Control de Productos Farmacéuticos D.S. N° 1876/95
publicado en el Diario Oficial 09 de septiembre de 1996 define lo siguiente:

Avrticulo 4, letra a) “Producto farmacéutico o medicamento: toda sustancia natural o sintética o
mezcla de ellas, que se destine a la administracion al hombre o a los animales, con fines de
curacién, atenuacién, tratamiento, prevencién y diagnostico de las enfermedades o de sus
sintomas”

Articulo 4° letra a2): “Preparacion vegetal es la planta o partes de la planta pulverizadas,
extracto, tintura, jugo exprimido, aceite graso o esencial, goma o resina procesada. Los
constituyentes aislados, definidos quimicamente o sus mezclas no constituyen preparaciones
vegetales. Las preparaciones vegetales pueden contener otros constituyentes, tales como
solventes, diluyentes o preservantes, los que deben ser declarados™

Titulo 11 Articulo 26°: los productos farmacéuticos comprenderan los grupos que se indican:
Letra h): “los fitofarmacos o productos herbarios, que son productos farmacéuticos terminados y
etiquetados cuyos principios activos son exclusivamente drogas vegetales o preparaciones

vegetales”
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De acuerdo a lo anterior los aceites esenciales utilizados por la industria farmacéutica se

encuentran contemplados en la normativa sanitaria de productos farmacéuticos.

4. Evaluacion in vivo de la toxicidad de un aceite esencial frente a Apis mellifera y la

eficacia frente a Nosema spp.

4.1 Evaluacién en condiciones de laboratorio de la toxicidad de los aceites esenciales, y
compuestos mayoritarios de dichos aceites sobre las abejas (Apis mellifera)

Estas etapas se llevaron a cabo gracias a los apicultores colaboradores del proyecto, gue nos

aportaron abejas recién nacidas provenientes de Buin, Pefialolén y Lonquén (Figura 7).
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Figura 7. Muestreo de abejas sanas y recién nacidas provenientes de Buin (a 'y b), Pefialolén (¢) y Lonquén

(d).

Se determinaron en este estudio de forma preliminar los efectos toxicos de los 4 aceites
esenciales estudiados en esta tesis. Los resultados mostraron que el aceite esencial de boldo fue

muy toxico para las abejas, por lo que fue eliminado de este estudio (Figura 8).
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Figura 8. Ensayo preliminar de toxicidad frente a Apis mellifera de los aceites esenciales obtenidos de las
cuatro especies nativas en estudio (control negativo jarabe de sacarosa 50%, control positivo toxico de
referencia dimetoato 0,35 pg/abeja, Cryptocaria alba 0,5 y 1jug/abeja, Lithraea caustica 4 pg/abeja,
Maytenus boaria 2 y 4 pg/abeja y Peumus boldus 0,5 y 1 pg/abeja.

De manera de cumplir con lo propuesto por la OECD (1998), se realizaron salidas a terreno con
el fin de recolectar abejas obreras jovenes de manera de evitar susceptibilidad o presencia de
tolerancia adquirida respecto de las muestras a evaluar. Utilizando para ello muestras de abejas

que no hayan sido sometidas a algun tipo de tratamiento contra Nosema spp. u otro patgeno.

Para mantenerlas en laboratorio se replicd lo presentado por Gende (2009) para esto las abejas
fueron mantenidas en las jaulas (ver figura 9) en una incubadora por las 48 horas que duré el
ensayo a temperatura de 34+1 ° C y una humedad del 50-70%, para mantener las condiciones

similares a las de la colmena.

Se realiz6 un andlisis estadistico usando test chi-cuadrado (Aupenil et al., 2007) para comparar
la frecuencia de mortalidad al aplicar los aceites esenciales en relacién al control (el téxico de
referencia dimetoato 0,35 pg/abeja), este arrojo un p<0,0001, lo que permite indicar que hay una

mayor toxicidad presentada por la esencia de boldo, esta aumenta a dosis mayores en un 80% a
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un 100% aproximadamente, incluso presenté mayor toxicidad que el téxico de referencia, las

esencias litre, peumo y maitén presentaron menor toxicidad que el dimetoato (Figura 8).

Es importante destacar que este ensayo se realizd de manera preliminar en el laboratorio de
productos naturales de la Facultad de Quimica y Farmacia y luego fue confirmado en el Centro
Agrario de Marchamalo, Espafia dentro del marco de una pasantia.

Figura 9. Jaulas con grupos de 10 abejas para ensayo de toxicidad.

Para el aceite esencial seleccionado (peumo) se determind la mortalidad de abejas muertas a
diferentes dosis de la esencia de peumo. La variable de estudio fue el nimero de abejas
muertas/jaula a las 4, 24 y 48 horas, y se expresdé como porcentaje de mortalidad, tal como lo
recomienda OECD (1998). Se aplico el test de Chi-cuadrado utilizando el programa GraphPad
Prism 5, el que arrojo a las 4 horas de tratamiento un p<0,001, se observo una mayor mortalidad
a mayores concentraciones de la esencia de peumo y especificamente las concentraciones de 43
y 54 ug/abeja superando la mortalidad en abejas del toxico de referencia (dimetoato 0,1 y 0,35
Hg/abeja). El valor obtenido al aplicar el test de Chi-cuadrado a las 24 horas de tratamiento fue
de p< 0,0001, se observé una mayor frecuencia en la mortalidad desde la dosis 11 pg/abeja a 54
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pg/abeja superando la mortalidad causada por dimetoato. También fue aplicado el test de Chi-
cuadrado a las 48 horas de tratamiento obteniendo un p<0,0001 y observandose una mayor
frecuencia de mortalidad en abejas a concentraciones mas altas de esencia de peumo 11, 43y 54
pg/abeja, para simplificar el andlisis sdlo se muestra el grafico a las 48 horas (Figura 10) pero se
observé tendencia similar a las 4 y 24 horas.

Mortalidad de las abejas frente AE peumo
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E  40- .
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Figura 10. Porcentaje de mortalidad de abejas alas 48 h frente a las 6 diferentes dosis de aceite esencial
(0,83; 1,7; 11; 21; 43; 54 pg/abeja), el tdxico de referencia aplicado en dos dosis (dimetoato 0,1; 0,35
pg/abeja) y un control alimentado con jarabe de sacarosa al 50% (Test chi-cuadrardo *p< 0,0001 vs

dimetoato).

4.1.1 Determinacion de la DLs para el aceite esencial de peumo

A partir de los resultados de la Figura 10 para el aceite esencial de peumo, se determing la dosis
letal cincuenta (DLs dosis que produce la muerte en el 50% de la poblacién de abejas expuestas
a dicho producto) (Albo et al., 2010; Gende et al., 2009). La DLs, fue calculada utilizando un
modelo de regresion lineal a diferentes intervalos de tiempo (4, 24 y 48 horas), dando los

siguientes resultados:
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e alas4h (Figura 11), DLs, = 7,1 pg/abeja,

e alas 24 h (Figura 12), DLs, = 5,5 pg/abeja
e alas 48 h (Figura 13), DLsy = 5,7 pg/abeja.
Mortalidad de abejas frente a AE de peumo 4h
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Figura 11. Porcentaje de mortalidad de abejas vs dosis del aceite esencial de peumo a las 4 h
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Figura 12. Porcentaje de mortalidad de abejas vs dosis del aceite esencial de peumo a las 24 h



Mortalidad de abejas frente al AE de peumo 48 h
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de abejas vs dosis del aceite esencial de peumo a las 48 h

Se aplicd una prueba de carencia de ajuste para chequear linealidad obteniendo un valor de F
calculado 3,08, F tabla 3,49 y p value 0,08 como F cal < F tabla y p value > 0,05 no hay

evidencia para rechazar el modelo lineal.

En el Centro Agrario de Marchamalo se llev a cabo un ensayo preliminar de toxicidad en abejas
meliferas de los compuestos mayoritarios presentes en la esencia de peumo a las 48 horas de
aplicado estos como estandares (SIGMA ALDRICH® 99,9%) eucaliptol, p-felandreno y a-
terpineol (ver Figura 14). Mostrando un bajo porcentaje de mortalidad al probar una

concentracion de 0,4 pg/abeja de cada compuesto.
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Figura 14: Porcentaje de mortalidad a las 48 horas de eucaliptol, B-felandreno y a-terpineol estandar
(Sigma 99%) a una dosis de 0,4ug/abeja.

Para determinar el DLs, de los compuestos mayoritarios presentes en el aceite de peumo, se
evalud el porcentaje de mortalidad a diferentes concentraciones de cada uno de los compuestos
adquiridos en Sigma Aldrich (99,9%). A partir de los graficos mortalidad vs concentracién se
obtuvieron las DLs, después de 48 h de la administracion de las muestras (figuras 15, 16, y 17).
Se demostré la linealidad de las curvas mediante el método de carencia de ajuste (F cal < F tabla

y p value > 0,05). Los valores de la DLsySe muestran a continuacion:

e alas 48 h (Figura 15): DLs, = 66 pg/abeja,
e alas 48 h (Figura 16): DLs, = 63 pg/abeja
e alas 48 h (Figura 17): DLs, = 74 pg/abeja.

Este estudio permitié ademas determinar aquella dosis inocua para las abejas, que result6 ser 20

Jg/abeja para los tres compuestos evaluados.
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Figura 15 Porcentaje de mortalidad a las 48 horas de aplicado el estandar (Sigma 99%) de a-terpineol a

concentraciones de (20, 40, 66, 78 y 80 pg/abeja).
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad a las 48 horas de aplicado el estandar (Sigma 99%) de B-felandreno a

concentraciones de (20, 40, 66, 78 y 80 pg/abeja).
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad a las 48 horas de aplicado el estandar (Sigma 99%) de eucaliptol a

concentraciones de (20, 40, 66, 78 y 80 pg/abeja).

5. Determinacion mediante PCR de la presencia de Nosema apis o Nosema ceranae

5.1 Obtencién de muestras concentradas de esporas de Nosema spp. y analisis PCR

El anélisis microscopico de las muestras provenientes de colmenas que presentaron nosemaosis
en tres zonas de la V Region de Valparaiso (San Antonio, Limache y La Ligua) arrojaron
presencia de esporas de Nosema ceranae mediante microscopia Optica, y confirmado por
microscopia de contraste de fases (ver Figura 18 a). Mediante PCR se demostro la presencia de
N. ceranae y ausencia de N. apis (ver Figura 19) de las muestras en estudio. Esta investigacion
confirma por primera vez la presencia de Nosema ceranae en la V Region de Chile, en
nuestro pais solo existe la publicacion de Martinez et al., (2012) estudio en el cual analiz6
muestras de la Region del Bio-Bio encontrando presencia de N. ceranae y la publicacion de
Rodriguez et al., (2012) quién analiz6 colmenas de la Region del Maule encontrando N.ceranae.
La nosemosis no presenta sintomas obvios por lo que suele ser dificil de detectar. Sin embargo,
las colonias afectadas exhiben una produccion de miel significativamente menor y una reduccion
en su capacidad de polinizacion (Anderson y Giacon 1992). En consecuencia, un diagnéstico de

campo debe ser confirmado por un andlisis de laboratorio mediante microscopia Optica
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realizando una visualizacion de Nosema spp. a partir de preparaciones de macerados de
intestinos de abejas o de excrementos recogidos desde la colmena (Peldoza, 2002). Las esporas
de N. apis y N. ceranae son muy similares y dificilmente pueden ser distinguidas por el
microscopio Optico tal como se observa en la Figura 18 (a) y (b), por lo que las técnicas
moleculares de diagnostico, como el PCR son herramientas muy efectivas para realizar el
diagnostico diferenciado de ambos patogenos, adicionalmente permiten detectarlos en bajos
niveles de infestacion (Bourgeois et al., 2010). Es por esto que en este estudio las muestras
fueron analizadas a través de esta técnica molecular, en la Figura 19 se pudo observar que las
muestras Al-A4 provenientes de apiarios de la Region de Valparaiso (San Antonio A1-A2,
Limache A3 y La Ligua A4) presentaron Nosema ceranae y ausencia de Nosema apis,
encontrando por primera vez en la V Region la presencia de N. ceranae lo que indica un cambio
importante en la condicion de las colmenas respecto a lo presentado por Neira (2006) donde

hasta ese afio la VV Regidn no presentaba muestras positivas para nosemosis.

En el periodo de ejecucion del presente estudio se observé la caida de la produccion de miel por
colmena de 14,23 kg a 8,2 kg, reduciéndose en 42,4%, lo que podria deberse principalmente al
despoblamiento de colmenas debido a N. ceranae. Esto se produciria al igual que lo descrito en
Europa, a la falta de capacitacion en el manejo y control sanitario de las colmenas. En un estudio
epidemioldgico realizado en Espafia durante la primavera del afio 2006, registrd una prevalencia
de nosemosis superando el 50%. Estos datos indican que N. ceranae representa actualmente un
riesgo sanitario de primera magnitud para las explotaciones apicolas espafiolas dada su alta
prevalencia y su gran capacidad patdgena, pudiendo provocar por si sola el despoblamiento y
muerte de las colmenas, como se ha comprobado en colmenas experimentales parasitadas de

manera natural por N. ceranae (Higes et al., 2006, Fries et al., 2006, Higes et al., 2010).

Los resultados obtenidos de nuestra investigacion permiten demostrar la necesidad de desarrollar
politicas de capacitacion a los apicultores en el manejo de las colmenas y el control sanitario, ya

que el monitoreo oportuno permitiria controlar el desarrollo de este patdgeno.

Tal como comenta Botias (2012a) la nosemosis tipo A parece encontrarse en una situacion
endémica en nuestro pais asi como en Espafia y en otras regiones del mundo (Martin-Hernandez

et al., 2007, 2012; Giersch et al., 2009; Yoshiyama y Kimura, 2011) y en las condiciones
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favorecedoras para su desarrollo y proliferacion, esta enfermedad ha mostrado ser muy dafina
para las colonias de abejas (Fries, 1988; Yiicel y Dogaroglu, 2005). Sin embargo, los estudios
que han analizado la prevalencia de microsporidios en las colonias de abejas en los Gltimos afios
han encontrado una alta tasa de deteccion de N. ceranae en general (Klee et al., 2007; Martin-
Hernéndez et al., 2007; Stevanovic et al., 2011) con respecto a la encontrada para N. apis. De
este modo, N. ceranae parece haber incrementado de manera notable su prevalencia en un breve
periodo de tiempo, y tanto en Sudamérica, Europa, como en otras areas del mundo, este
microsporidio responderia a una situacion epidémica (Chen et al., 2008; Higes et al., 2010;
Stevanovic et al., 2011; Traver y Fell, 2012). Debido al descubrimiento relativamente reciente
de N. ceranae, el impacto de este patdgeno en las colonias de abejas meliferas se ha ido
conociendo de manera paulatina y por ello, los factores desconocidos sobre la nosemosis tipo C
son numerosos. Los estudios futuros probablemente aportaran la informacion necesaria para
lograr el control de esta enfermedad emergente de las abejas meliferas. A su vez, los métodos de
control de la nosemosis tipo C permitiran controlar y prevenir un posible incremento en la
prevalencia y virulencia de N. apis en las colonias de abejas, ya que el efecto de los métodos de

control y profilaxis para ambas enfermedades parece ser similar.
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Figura 18. Esporas N. ceranae (a), Esporas de N. apis (b), observadas al Microscopio 6ptico modelo
Nikon Eclipse 80i DIC (Differential Interference Contrast).
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Figura 19. Identificacion de Nosema apis 0 Nosema ceranae por PCR. Electroforesis del producto de PCR

en analizador de acidos nucleicos QIlAxcel (QIAGEN). Las muestras A1 — A4 provenientes de apiarios

chilenos (San Antonio A1-A2, Limache A3 y La Ligua A4), A5, A7-A12 control negativo y A6 control

positivo con patrones de N. apis (321 pb), N. ceranae (218 pb) y el control interno COI Apis mellifera

(119 pb).
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6. Evaluacion in vivo en condiciones de laboratorio de la eficacia de los aceites esenciales y

compuestos mayoritarios de dichos aceites sobre Nosema apis y Nosema ceranae

6.1. Ensayo preliminar de prevencion frente a la infeccion con Nosema spp.

Los resultados preliminares luego de proporcionados los AE a los grupos de abejas por 7 dias
antes de ser inoculadas con esporas de Nosema spp. (Figura 20), muestran que los AE de peumo
y maitén presentaron un efecto preventivo frente a la infeccion con esporas de Nosema spp., de
aproximadamente un 50% en comparacion con el grupo control (jarabe sacarosa 50%), efecto
significativo (mediante Anova de una via obteniendo un p<0,0001). El aceite esencial de litre no

presento actividad por lo que se descartd continuar con su estudio para determinar efectividad.

Ensayo preliminar de prevencion

g
:

x , Control sin tratamiento
litre 2 pg/abeja

B peumo 0,83 pg/abeja
peumo 1,7 pg/abeja
maitén 2 ug/abeja

5
:

200000+

N°esporas Nosema ceranae

Tratamientos (ug/abeja)

Figura 20: Ensayo preliminar de prevencion de los aceite esencial (AE) frente a la infeccidn con esporas
de Nosema ceranae, control (hegativo, sin tratamiento), AE de litre 2 ug/abeja), AE de peumo 0,83 y
1,7ug/abeja) y AE de maitén 2 ug/abeja) Anova *p<0,0001.
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6.2 Ensayos para determinar la eficacia de los aceites esenciales frente a Nosema spp.

Inoculacion de las abejas sanas con cargas de esporas de Nosema ceranae, via oral para
determinar la efectividad de los AE (laboratorio de productos naturales de la Facultad de

Quimica y Farmacia)

Se realiz6 un muestreo de abejas libres de nosemosis en la localidad de Buin, RM y se recolect6
abejas con nosemosis, provenientes de la Region de Valparaiso, se determiné la carga de esporas
por conteo en camara de Neubauer y se infectd abejas sanas con una carga inicial de esporas N.
ceranae (2,04 x 10° esporas/mL/abeja), cada jaula conté con 5 abejas, este ensayo se realiz6 con
un n=5, la Figura 21 muestra la evolucién de la infeccidn del dia 1 hasta llegar al dia 12 donde se
observd aumento en la carga de esporas por abeja, que esta de acuerdo con lo publicado por
Fries (1988).

Infeccion de Apis mellifera con
Nosema ceranae

% /

log 10 esporas

e 2 N V% B = &y B ) |
— —

o

Dias

Figura 21. Evolucion de la infeccion de abejas con esporas de Nosema ceranae

Una vez obtenido una infeccién equivalente a 3 x 10° esporas/mL/abeja (dia 12 de infeccion), se
comenzé a administrar el tratamiento con el AE de peumo y maitén el cual fue evaluado en un
total de 3 aplicaciones, que fueron el dia 1 (que corresponde al dia 12 de infeccidn) luego dia

4y dia 8, finalizando el ensayo 12 dias después de aplicado la primera dosis de tratamiento. Se
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considerd un grupo control negativo (control de la multiplicacion de esporas) grupo control
positivo (grupo de abejas a las que se les administrd el farmaco de referencia fumagilina). Cada
grupo constituido por 5 abejas, se colect6 1 abeja viva (y las abejas que fueron muriendo) desde
cada jaula para ir evaluando el control de la enfermedad, mediante el recuento de esporas en la
camara de Neubauer al microscopio 6ptico 400x.

Una vez aplicado el tratamiento a diferentes dosis de aceite esencial de peumo y maitén. Se
observo que el AE peumo fue mas efectivo en disminuir la carga de esporas en los dias 4, 8,y 12
luego de aplicado el tratamiento (Figura 22a). Se realiz6 un test de ANOVA de una via
arrojando un p<0,0001, se observa diferencia significativa de la efectividad del AEgy Siendo
esta mas alta a mayores dosis, la efectividad fue calculada en funcién del porcentaje de
disminucién de esporas de Nosema ceranae, en grupos de abejas a los que se les aplico
tratamiento y grupos a los que no se les aplic6 tratamiento tal como se indica en la Ecuacién 1.
La efectividad obtenida al dia 4 de tratamiento cercano a un 50% corresponde al tratamiento
aplicado a dosis mas altas de la esencia (4 pg/abeja) lo que también se observé al dia 8 y 12
respectivamente. Si bien la esencia de maitén presentd actividad (Figura 22b) se descartd del
estudio por presentar una efectividad frente a N. ceranae menor que el AE de peumo y por el

bajo rendimiento al momento de extraer el aceite esencial

N°esporasen abejas no tratadas - N° esporasen abejas tratadas 5
N° esporasen abejas no tratadas

%Efectividad = 100

Ecuacién 1. Modelo utilizado para calcular % efectividad del tratamiento frente a Nosema spp.
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Efectividad AE peumo
frente a Nosema ceranae

—r
e

Porcentaje de disminucién de esporas

Tratamientos (dias)

Efectividad AE maitén
frente a Nosema ceranae

Porcentaje de disminucion de esporas

Tratamientos (dias)

Figura 22. a) Efectividad del aceite esencial de Cryptocaria alba calculada como % porcentaje de

3 Control fumagilina
1 peumo 1 pg/abeja
E1 peumo 2 pg/abeja
peurno 3 ug/abeja
peumo 4 pg/abeja

a)

Cortrol furmagilina
O maitén 1 pgabeja
[ maitén 2 pg/abeja
3 maitén 3 pg/abeja
O raitén 4 pgabeja

disminucion de esporas en los dias 4, 8, y 12 de tratamiento a diferentes dosis (1, 2, 3 y 4 pg/abeja), b)

Efectividad del aceite esencial de Maytenus boaria calculada como % porcentaje de disminucién de
esporas en los dias 4, 8, y 12 de tratamiento a diferentes dosis (1, 2, 3 y 4 pg/abeja). El farmaco de

referencia (fumagilina) se aplicé en una dosis de 240 pg/abeja.
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6.3 Confirmacion de la eficacia del AEg. en el punto anterior a la concentracién que

demostraron tener mejor efecto sobre la carga de esporas.

De los ensayos realizados en el paso 6.3 se pudo determinar que el aceite esencial de peumo
presentd mayor efectividad frente a Nosema ceranae, esto se confirmd dentro del marco de
una pasantia que se llevd a cabo en el Centro Agrario de Marchamalo, Espafia. El ensayo
fue realizado con abejas nacidas en el laboratorio, de esta forma se asegurd partir el estudio con
abejas libres de Nosema spp., y las abejas obtenidas se organizaron en jaulas alimentadas con
jarabe de sacarosa al 50% y promotor L al 2% este proceso duré aproximadamente 7 dias. Una
vez transcurrido este periodo se infectaron las abejas individualmente con una carga de esporas
de 5 x 10" como se indica en la metodologia (6.2). Para ello se confirmd por PCR si las esporas
correspondian a N ceranae o N. apis (Figura 23) s6lo se infectdé con N. ceranae, debido a la

ausencia de muestras con N. apis.

Se determind el nimero de esporas por abeja mediante microscopia Optica de contraste de fases
(Figura 24) una vez aplicado el tratamiento dia 1, 2, 3 ,4 y 5 grupos de 35 abejas infectadas y
tratadas con aceite esencial de peumo (ICT), asi también a los grupos que fueron infectados pero
que no se les aplico tratamiento (IST) y grupos de 35 abejas control (NI) que consistié en grupos
de abejas que no fueron infectadas con esporas de N. ceranae y alimentadas sélo con jarabe de
sacarosa 50% mas promotor L al 2%, este Gltimo permitié descartar contaminacion cruzada en el
estudio. Se observa en la Figura 25 un menor nimero de esporas en las abejas correspondientes a

grupos tratados con el AE peumo en comparacién con los grupos no tratados con la esencia.
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Figura 23. Identificacion de Nosema apis o0 Nosema ceranae por PCR. Electroforesis del producto de PCR

en analizador de &cidos nucleicos QlAxcel (QIAGEN). Las muestras A1 — A10, B1-B12 provenientes de

apiarios del Centro Agrario Marchamalo, A11 control negativo y A12 control positivo con patrones de N.

apis (321 pb), N. ceranae (218 pb) y el control interno COI Apis mellifera (119 pb).
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Efecto del AE peumo en la disminucion del nimero
esporas Nosema ceranae

500000-
— @8N

400000+ . _I O IsT
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200000+

100000+

0¢mM¢mlem¢4
N 4 ) |8 9
Tratamientos (dias)

Esporas Nosema ceranae/abeja

Figura 24. Efecto AE peumo en la disminucién del nimero de esporas N. ceranae. NI abejas no
infectadas; IST abejas infectadas sin tratamiento; ICT abejas infectadas y tratadas con AE de peumo, la

dosis aplicada de AE peumo corresponde a 0,2 pg/abeja (*p <0,0001).

Los resultados obtenidos indican efectividad contra N. ceranae de la esencia de peumo en un
ensayo que se extendid por cinco dias de tratamiento y en el cual se comparé la presencia de
esporas contabilizadas al microscopio (camara de Neubauer) en grupos (IST), grupos (ICT) y
grupos control (NI). Todos los grupos antes mencionados se evaluaron por triplicado y el conteo
de nimero de esporas se realiz6 por abeja. El analisis estadistico se realiz6 en el programa
GraphPad Prism 5 aplicando ANOVA de una via el que arrojé un p <0,0001, observandose una
diferencia significativa entre los grupos de abejas infectados con esporas de N. ceranae tratados

con aceite esencial y los grupos de abejas infectados no tratados con la esencia.

En la Figura 25 se muestran los resultados de la efectividad del AE de peumo calculada segin la
Ecuacion 1 (pagina 67). El tratamiento durd 5 dias (el alimentador contenia un volumen total de
4 uL del AE por 1 mL de jarabe de sacarosa para las 35 abejas), lo que proporcion6 una dosis
diaria aproximada de 0,2 pg/abeja), en el primer dia de tratamiento el AE de peumo presento un
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22% de efectividad, el segundo dia de tratamiento un 58% de efectividad y para el tercer, cuarto
y quinto dia un 80% de efectividad (Figura 25), mediante el test ANOVA de una via los
resultados fueron estadisticamente significativos (p<0,0001). Estos resultados nos permiten
comprobar la efectividad del AE de peumo por dos metodologias diferentes. En la primera
metodologia la efectividad fue de 50% (punto 6.2) y la segunda un 80%. Este aumento en la
efectividad se podria explicar debido a que el tratamiento se aplic6 ad libitum durante 5 dias en

forma continua y no en tres aplicaciones en los dias 1, 4 y 8 como se explic6 en el punto 6.2.

Efectividad AE peumo
frente a Nosema ceranae

1 >
Dias de tratamiento

% Porcentaje de disminucion de esporas

Figura 25. Efectividad del aceite esencial de Cryptocaria alba calculada como % porcentaje de
disminucion de esporas en los 5 dias de tratamiento aplicando una dosis diaria aproximada de 0,2 pg/abeja

ad libitum.

6.4 Evaluacién in vivo en condiciones de laboratorio de la efectividad de los compuestos

mayoritarios del aceite esencial de peumo sobre Nosema spp.

Se evaluo la efectividad de los compuestos mayoritarios presentes en la esencia de peumo frente
a Nosema ceranae, en la Figura 27 se muestran los resultados obtenidos para el AE de peumo y
de sus tres monoterpenos mayoritarios. La efectividad fue calculada segun la Ecuacion 1 a partir

de los datos obtenidos en la Figura 26. El tratamiento se extendid por 7 dias y se utilizé la dosis
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que resulto ser inocua en el ensayo de toxicidad para los tres monoterpenos que correspondio a
20 pg/abeja. La efectividad determinada el dia 5 de tratamiento de a-terpineol, eucaliptol y B-
felandreno fue de 62%, 52% y 52% respectivamente, el dia 6 de tratamiento el a-terpineol
presentd un 65% de efectividad, eucaliptol 53% y B-felandreno 52%; finalmente en el dia 7 de
tratamiento el a-terpineol presentd un 65% de efectividad, el eucaliptol 54% y B-felandreno un
52% (Figura 27). Todos los efectos fueron significativos ya que el p fue menor a 0,05 al
comparar los resultados del tratamiento con el control negativo mediante el método Dunn’s.
Mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del método Dunn’s se demostrd que
los efectos antifingicos de los 3 compuestos evaluados no presentaron diferencias significativas

entre ellos.

Cabe resaltar que el AE peumo inhibi6 el crecimiento de esporas N. ceranae (p=0,0001) cercana
al 80% el dia 7 (confirmando los resultados obtenidos en dos ensayos anteriores (Fig. 22a y 25)
y similar a la presentada por el farmaco de referencia, la fumagilina. La efectividad del AE de
peumo fue significativamente mayor a la de los compuestos mayoritarios evaluados, esto podria
explicarse por la contribucion al efecto antifingico de los distintos monoterpenos que lo

componen (ver tabla 8, pagina 85).

Respecto a un estudio realizado por Damiani et al., (2014) donde evaluaron el compuesto 1,8-
cineol (eucaliptol) obtenido en Sigma® (99,9%) frente a la infeccién con esporas de Nosema
ceranae, ellos no encontraron un efecto significativo en el control de la infecciéon de N. ceranae

al aplicar 1,8-cineol.
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Efectividad de los compuestos mayoritarios presentes
en AE de peumo frente a Nosema ceranae

o 60000 -
o
3
(5]
= 40000-
=
o
o
oW
@
- 20000-
=
°
[=+]
£
=
=

NEl:

I

(LT

LT T

A

]
Tratamientos (dias)

E3 Control fumagilina
E3 Control AE peumo

El o-terpineol
E3 cucaliptol

E3 - felandreno

Figura 26. Efecto en la disminucion en el nimero de esporas luego de aplicar el tratamiento con o-

terpineol, eucaliptol y B-felandreno, se contabilizé nimero de esporas a los 5, 6 y 7 dias luego de aplicar

tratamiento a una dosis diaria de 20 pg/abeja. El farmaco de referencia (fumagilina) se aplicd en una dosis

de 240 pg/abeja y el AE peumo en una dosis de 2 pg/abeja.

Efectividad de los compuestos mayoritarios presentes
en AE de peumo frente a Nosema ceranae
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Figura 27. Efectividad de los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de peumo

(Cryptocaria alba) indicada como porcentaje de disminucién del nimero de esporas a los 5, 6 y 7 dias

luego de aplicar tratamiento a una dosis diaria de 20 pg/abeja de los monoterpenos a-terpineol, eucaliptol

y B-felandreno. El farmaco de referencia (fumagilina) se aplico en una dosis de 240ug/abeja. EI AE

peumo en una dosis de 2 pg/abeja.
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En la literatura podemos encontrar otros aceites esenciales activos frente a Nosema ceranae, por
ejemplo un estudio publicado por Maistrello et al., (2008) evaluaron un aceite esencial
proveniente de la especie vegetal Vetiveria zizanioides, ademas de timol y resveratrol frente a

Nosema ceranae mostrando un potencial control frente a la infeccion con este agente patdgeno.

Hasta el momento, son numerosas las sustancias que se han evaluado como alternativas al uso de
la fumagilina para el control de las nosemosis (Maistrello et al., 2008; Nanetti, 2009; Costa et
al., 2010), y aunque varios de estos agentes terapéuticos han mostrado actividad frente a Nosema
spp, de manera significativa a nivel de laboratorio, éstos requieren de una confirmacién de
eficacia en condiciones de campo y de un estudio sobre los excipientes mas apropiados con los

gue aplicar los mismos, lo cual deberia abordarse en futuros estudios.

Por ejemplo Botias (2012b) evalud la eficacia de tres posibles agentes terapéuticos para el
tratamiento de las nosemosis en las colonias de abejas meliferas (cada una de las clases de
individuos de la colmena (Jean-Prost et al., 2010), comparando su accion con la mostrada por la
fumagilina, cuya eficacia ha sido anteriormente probada en el control de las nosemosis en
pruebas de laboratorio. Los productos evaluados fueron Nosestat® (4 g yodo, 5 g &cido férmico,
glicerina, KI mas tintura de menta en 100 mL), salicilato de fenilo (éster salicilico del fenol) y
Vitafeed Gold® (Beta vulgaris). Ninguno de los productos evaluados mostré eficacia contra las
nosemosis en pruebas de campo directamente en las colmenas, ya que éstas continuaron
presentando infeccion por Nosema spp después de la aplicacion de los mismos. La investigadora
concluye que la falta de un consumo adecuado de las distintas dosis suministradas de estos
productos, sobre todo en otofio, pudieron haber influido en esta ausencia de eficacia, por lo que
los estudios con este tipo de productos potencialmente terapéuticos deberian continuar a nivel de

las colmenas, evaluando la metodologia 6ptima de aplicacion.

Botias (2013) confirmd la eficacia del tratamiento con fumagilina (Fumidil B®) para controlar la
infeccion por N. ceranae y N.apis en las colonias de abejas a corto plazo, coincidiendo con lo
mostrado por estudios previos (Higes et al., 2008, 2011; Williams et al., 2008). Segun los
resultados obtenidos, la fumagilina es capaz de reducir la carga parasitaria dentro de las colonias
de abejas, ya que aquéllas en las que se suministro este medicamento bajaron sus porcentajes de

parasitacion de manera significativa, sin embargo se carece de una eficacia a largo plazo, ya que
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muchas de las colonias que tras la aplicacion de los tratamientos se mostraron libres de estos
microsporidios, volvieron a mostrar infeccion pocos meses después. Por tanto, para el control a
largo plazo de las nosemosis seria necesario realizar una serie de tratamientos periddicos durante
la temporada apicola. Segun resultados obtenidos sobre los niveles de infeccion, y apoyandose
en los datos de vitalidad y produccion de las colonias, la investigadora sugiere que un
tratamiento en otofio y otro en primavera podrian ser suficientes para controlar la infeccion por
Nosema spp. a largo plazo en las colonias, y de este modo disminuir los efectos negativos de la

infeccion (bajada en poblacidn, cria, produccion y en la tasa de supervivencia de las colonias).

Es importante para el sector apicola encontrar un sustituto de la fumagilina ya que distintos
estudios han mostrado una accion genotoxica y mutagénica de esta molécula en condiciones
experimentales (Stevanovic et al., 2011), por lo que su impacto negativo sobre el estado
sanitario de las abejas no es descartable. Ademas, estudios recientes han sugerido posibles
efectos dafiinos a corto plazo sobre el estado general de las colonias de abejas tras el tratamiento
con este producto (Eischen et al., 2012). Por otro lado, la posibilidad de un efecto negativo de
este antibidtico sobre la flora bacteriana de las abejas, y por tanto, sobre sus defensas contra
determinados patdégenos también deberia ser evaluada, teniendo en cuenta que la microbiota
intestinal es capaz de formar una barrera protectora esencial contra los patégenos intestinales
(Koch y Schmid-Hempel, 2011). En cuanto a la seguridad alimentaria para los humanos, los
estudios sobre los limites maximos de residuos en miel de la fumagilina serian esenciales para

determinar la idoneidad de esta molécula como medicamento.

Por otro lado Mendoza (2012) realizé un estudio cuyo objetivo fue determinar como N. ceranae
afecta a las colonias en invierno, época de mayor hacinamiento de abejas y por lo tanto las
colmenas presentan un mayor incidencia de nosemosis, y que son retiradas en otofio desde las
plantaciones de E. grandis (eucaliptus). Los autores demostraron que las colonias retiradas de la
plantacion de eucaliptus presentaron nosemosis no asi las que se mantuvieron cercanas a la

plantacion.

Similar situacién ha sido informada por apicultores chilenos pero que no ha sido demostrada

cientificamente, ellos reportan que las colmenas cercanas al bosque esclero6filo de nuestro pais en
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los que habitan peumo, maitén, boldo y litre entre otras presentan baja incidencia de nosemosis.
Este hecho fue la base de la hipdtesis de esta tesis.

7. Caracterizacion del aceite esencial seleccionado

7.1Caracterizacion del aceite esencial de peumo

El aceite esencial de peumo seleccionado por su rendimiento y actividad frente a la nosemosis e
inocuidad para las abejas, fue caracterizado cualitativamente por cromatografia en fase gaseosa

(CG) acoplada a un espectrometro de masas (EM) (Figura 28).

Se determind la composicion total del aceite esencial de peumo y por las areas relativas del
cromatograma se establecieron los compuestos mayoritarios. La determinacion de los
compuestos presentes se realiz6 comparando los espectros de masas obtenidos con los espectros
de la base de datos NIST 2008, se calculé indice de Kovats para cada compuesto y luego se

compard con la literatura.
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Figura 28. Perfil cromatogréafico por GC del aceite esencial de peumo.

Los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de peumo comparando los espectros
de masas obtenidos con los espectros de la base de datos NIST 2008 se observan en la Figura 29,
30 y 31 correspondientes a los monoterpenos f- felandreno (con un pico en su [M]" 136),

eucaliptol (con un pico en [M]* 154) y a- terpineol (con un pico en su [M]" 154).
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Figura 30: Espectro de masas correspondiente al eucaliptol presente en el aceite de peumo y comparado
con la base de datos NIST 2008.
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Figura 31: Espectro de masas correspondiente al a- terpineol presente en el aceite de peumo y comparado
con la base de datos NIST 2008.
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Los tiempos de retencion o los datos de espectrometria de masa no son informacion suficiente
por si sola para asegurar una identificacion positiva en el caso de mezclas complejas. Una
aproximacién adicional consiste en combinar la especificidad y/o reproductibilidad de los
indices de retencion con los patrones de fragmentacion obtenidos por espectrometria de masa,
para el componente correspondiente al tiempo de retencion considerado.

Los indices de retencion de Kovats, I, se definen de modo tal de asignar un valor de 100 veces el
namero de carbonos de cada uno de los hidrocarburos lineales. En este sistema el hexano tiene
un valor de 600 y el heptano de 700, en todas las fases liquidas. De esta forma, cuando se
cromatografia una serie homologa de n-hidrocarburos, las fuerzas intermoleculares son
relativamente constantes y la separacién esta controlada fundamentalmente por las diferencias en

la presion de vapor (relacionada con los puntos de ebullicién).

El cromatograma que se obtiene muestra una relacién logaritmica entre el nimero de carbonos y
los tiempos de retencidn, reflejando la tendencia en los puntos de ebullicion entre los miembros
de una serie homdloga. De esta forma, se obtiene una relacion lineal cuando se grafica el
logaritmo de los tiempos de retencion v/s los indices de Kovats. Para encontrar el indice de
Kovats para un determinado soluto en una fase estacionaria dada, se requiere cromatografiar y
registrar unos pocos miembros de la serie homologa de hidrocarburos lineales. Luego el soluto
se corre en las mismas condiciones y el valor de su indice se determina a partir de la gréfica
correspondiente (lo I vs tg). Para obtener resultados confiables es deseable que los hidrocarburos
seleccionados tengan indices de retencion menores y mayores que el del soluto de interés. La
ecuacion resultante para el calculo de los indices de retencion para un soluto x, puede expresarse

de la siguiente forma:

logt, , —logt; \
IOgtR,(N+n) - IOgtR,N

| * =100N +100n

Ecuacién 2: Modelo matematico utilizado para calcular el indice de Kovats para un compuesto

[{3 1) [3P%1)

I" s = indice de retencion para el componente “x” en la fase estacionaria s

N = niimero de &tomos de carbono del n-alcano menor
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n = diferencia en nimero de &tomos de carbono de los n-alcanos entre los que se encuentra el
componente
trx, trn, treveny = tiempos de retencion del componente x, y los n-alcanos entre los que se

encuentra este componente

De esta forma, en condiciones cromatograficas isotermas, los tiempos de retencion crecen en
forma logaritmica con el nimero de carbonos.

Por esta razon, para mezclas con un rango amplio de puntos de ebullicion, se prefiere trabajar en
condiciones de temperatura programada. En estas condiciones, los tiempos de retencién de una
serie homologa aumentan en forma lineal con el nimero de carbonos y la ecuacion que los

relaciona tiene la siguiente expresion:

t,, —t
S R, R,N
|,> =100N +100n| -~
tR,(N+n) _tR,N
Ecuacién 3: Modelo matematico utilizado para calcular el indice de Kovats de una serie homdloga

Los indices de Kovats de los compuestos del aceite de peumo fueron calculados seguin ecuacion

2 y comparados con los encontrados en la literatura, ver en resumen en la tabla 8.
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Tabla 8: Resumen de los componentes arrojados del analisis por CG- MS del aceite esencial de

peumo y sus respectivos indices de Kovats calculados (I cal) y de literatura (1 lit)

Tiempo

N° de

CAS I cal I lit Nombre

Frac. | retencion [M+] Fragmentos
(min)
1 14,5 99-83-2 - 1007 | 136 91 (100), 93 (62), 77 (52) a-felandreno
2 14,8 7785-70-8 | 1025 | 939 136 91(100), 93 (88), 92 (50) 1R-a-pineno
3 15,7 79-92-5 1041 | 953 136 44 (100), 40 (77), 39 (46) Canfeno
4 17 555-10-2 | 1081 | 1035 | 136 | 93(100), 91(88), 136 (42) B-felandreno
5 17,3 18172-67-3 | 1012 | 981 136 93 (100), 91 (80), 39 (51) B-pineno
6 19,5 586-62-9 1085 1088 136 40 (100), 44 (85), 93 (49) Terpinoleno
7 19,9 527-84-4 1067 | 1014 | 134 | 119(100), 91 (29), 134 (19) o-cimol
8 20,1 5989-54-8 | 1050 | 1031 | 136 67 (100), 93 (67), 91 (50) Limoneno
9 20,3 470-82-6 1013 1030 154 43 (100), 93 (80), 81 (62) Eucaliptol
10 21,7 99-85-4 1035 | 1057 | 136 91 (100), 93 (88), 40 (60) y-terpineno
11 243 54410-94-5 | 1053 | 1116 | 170 68 (100), 57 (43), 41 (39) 3 mEt_” 3 butenil 3
metil butanoato

12 26,6 562-74-3 1079 | 1177 | 154 37 (100), 38 (43), 40 (12) 4-terpineol
13 27,2 98-55-8 1009 | 1189 | 154 | 93(100), 59 (90), 121 (86) o- terpineol
14 33,3 17699-05-7 1580 1434 204 93 (100), 41(88), 119 (85) a-bergamoleno
15 34,8 339154-91-5 | 1575 | 1430 | 204 | 121(100), 93 (69), 41 (63) y-elemeno
16 35,3 483-77-2 1515 1523 202 159 (100), 40 (24), 160 (13) Calameneno
17 38,1 473-15-4 1733 | 1645 | 222 | 59 (100), 149 (46), 108 (25) B-eudesmol
18 36,5 - - - - - no identificado

Segun el andlisis cromatogréafico por CG-MS se determind la presencia de aproximadamente 39
compuestos de los cuales 18 son presentados en esta tesis, considerando tres mayoritarios f3-
felandreno (16,28%), eucaliptol (23,27%) y a- terpineol (27,38%) en el aceite esencial de C.
alba, los cuales ya se encontraban descritos anteriormente (Mufioz et al., 1999). En el analisis
realizado por Avello-Lorca (2012) se destacan monoterpenos monociclicos sintetizados a partir
de dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e isopentenil pirofosfato (IPP) (Pérez-Urria, 2009)
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(Figura 32), en los cuales se destaca el a-pineno (11,05 %), eucaliptol (18,9%). Ademas se
observo la presencia de hidrocarburos terpénicos y destacando el 1-terpinen-4-ol (28,19 %), que
ha sido reconocido como el compuesto mayoritario de esta especie (Mufioz et al., 1999), este
corresponde a un isémero del o-terpineol (Brito, 2009) encontrado del analisis por GC-MS
realizado en esta tesis (Figura 33).

Me Me
Me Me o )\/\)\/\ —— Monoterpenos
+ SN SN :
Me/l{‘-;,/"O-P-P A~opp Me o-P-P
DMAPP IPP GPP

Figura 32. Sintesis de monoterpenos reaccion que es catalizada por la prenil transferasa

1% 4

OH
o Y

Figura 33. Isdbmeros de terpineol

La cromatografia de gases es una técnica muy Util para de separacién y determinacion de
compuestos organicos volatiles y semivolatiles que sean térmicamente estables. Acoplada a la
espectrometria de masas, permite una identificacion casi inequivoca de los distintos

componentes separados sin necesidad de disponer de patrones de los mismos.
7.2 Cuantificacion de los compuestos mayoritarios por CG

Se cuantificaron los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de peumo, con este
fin se construy6 la curva de calibracion con cada uno de los patrones a diferentes
concentraciones. Los correspondientes patrones fueron adquiridos en SIGMA ALDRICH®
(99,9% de pureza).

A partir de la curva de calibracion con el estandar de p-felandreno (ver Figura 34) se pudo

determinar la concentracion de este monoterpeno en el aceite esencial de peumo que
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corresponde a 14262 ppm, para el eucaliptol se determind la concentracion correspondiente a

87799 ppm (ver Figura 35) y para a-terpineol la concentracion en el aceite de peumo fue 13509

ppm (ver Figura 36).
Curva calibracién B-felandreno
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Figura 34. Curva de calibracion con el estandar de B-felandreno

600000

500000

400000

300000

200000

AREA (kcounts)

100000

0

Curva de calibracion eucaliptol

y =5404,3x+ 20345
R?=0,9954

F cal < F tab

20 40 60 80 100 120

Concentracion x 103 (ppm)

Figura 35. Curva de calibracion con el estandar de eucaliptol
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Curva de calibracion terpineol
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Figura 36. Curva de calibracion con el estandar de a-terpineol




CAPITULO V
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VI. CONCLUSIONES

En la presente tesis se confirmo la hipétesis al demostrar que el aceite esencial obtenido desde
las hojas de Cryptocaria alba presenta actividad antifingica dosis dependiente contra Nosema
ceranae, siendo inocuo para la abeja Apis mellifera.

Estudios de calidad y rendimiento

o EIl material vegetal utilizado para la obtencion de aceites esenciales cumplié con los

estandares de calidad establecidos mediante normas nacionales e internacionales.

e Se obtuvieron los aceites esenciales a partir de las hojas de peumo, boldo, litre y maitén,
mediante la técnica de arrastre de vapor utilizando un equipo Clevenger, resultando la de
mayor rendimiento la esencia de peumo.

Estudios in vivo

e El estudio comparativo de toxicidad frente a Apis mellifera, demostré que la esencia de

boldo fue la més toxica.
e En el estudio de efectividad in vivo, s6lo se utilizaron aquellos aceites esenciales que

resultaron ser inocuos para las abejas meliferas, presentando mayor actividad

antiflngica frente a N. ceranae las esencias de peumo y maitén.

o Fue seleccionado el aceite esencial de peumo por presentar una mayor actividad frente a

N. ceranae en abejas.

e Los compuestos mayoritarios del aceite esencial de peumo, a-terpineol, eucaliptol y -

felandreno mostraron un efecto significativo frente a Nosema ceranae en Apis mellifera.
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e El efecto antifingico de aceite esencial de peumo frente a N. ceranae fue mayor que el

efecto de a-terpineol, eucaliptol y B-felandreno.

Estudios moleculares

e Se determin0 por primera vez la presencia de N. ceranae en colmenas de apiarios de la

Region de Valparaiso y ausencia de N. apis mediante la técnica de PCR mudiltiple.

VIl. PROYECCIONES

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés en la busqueda de nuevas fuentes
naturales con actividad bioldgica para desarrollar nuevos productos de importancia terapéutica
en la prevencién y el tratamiento de enfermedades que afectan a la Apis mellifera (Damiani et
al., 2014), por esta razon los resultados presentados en esta tesis permiten proyectar el uso de
esta esencia de peumo contra N. ceranae promoviendo estudios en campo para determinar el
efecto en colmenas infectadas y promover nuevos estudios con el fin de evaluar su actividad
contra otros patdgenos de abejas como el acaro Varroa destructor o la bacteria Paenibacillus

larvae.
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V.- ANEXOS

1. Anexo carta SAG

GOBIERNO DE

CHILE

sEavIcio
AGAILOLA Y GANADLD

Fecha:

Fax N°: 00 1CE 3 28 80T, 2610

N° de paginas incluyendo cubierta: 1

Senores: UNIVERSIDAD MAYOR

Teléfono: 3281241 | Fax:

Atencion: Nancy Rojas, Directora CEAPIMAYOR

ceapi@mayor.ci

Asunto: Lo indicado

Enviado por: Jefe Divisién Proteccion Pecuaria

L

Urgente Conocimiento Responder

Con relacién a su carta de fecha 22/10/2010 mediante la cual informa respecto al
proyecto “Desarrollar una formulacion de uso veterinario en base a aceites escenciales,
caracterizados y estandarizados, de especies nativas como tratamiento frente a
Nosema apis y Nosema cerenae” y consulta sobre la presencia de Nosema sp. En el
pals y requerimientos de autorizaciones por parte del Servicio, informo a Ud. lo
siguiente:

1.

SERVICIO AGRICOLA Y GANADERO / SAG
Bivisian de Proleccién Pecuaria. Avenida Presidente Bulnes 140, piso 7. Suntiago.
Fono: (2) 3451401; Fax: (2) 3451403; E-mail: propec@sag.gob.cl

En Chile existe la presencia de Nosema sp., sin embargo, no existen productos
farmacéuticos registrados por el Servicio para el control y/o prevencion de esta
enfermedad.

Considerando que el producto en cuestion se encuentra en una fase
experimental y que no se contempla la comercializacion del producto
farmacéutico ni de ninguno de los productos que se puedan cosechar de los
apiarios experimentales, no existe inconveniente desde el punto de vista
regulatorio y no se requiere ninguna autorizacion especial por parte del Servicio.

Web: hitp://www,s0g.cl
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2. Anexo

Espectro de masa de los compuestos AE peumo
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Figura 1: Espectro de masa correspondiente al a- felandreno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 2: Espectro de masa correspondiente al 1R-a- pineno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 3: Espectro de masa correspondiente al canfeno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 4: Espectro de masa correspondiente al f-pineno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 5: Espectro de masa correspondiente al terpinoleno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 6: Espectro

de masa correspondiente al o-cimol presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 7: Espectro de masa correspondiente al limoneno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 8: Espectro de masa correspondiente al y-terpineno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.

56
1004
o
0
50 57
41
85
29
‘ 2|45
53
15 ‘
O 1 11 1 H S O
1 20 @ 40 € & 70 @0 40 100 190 120 130 140 180 180 170 180

[mairib) Butanoic scid, Fmethyl, 3methyl-3-butenyl ester

Figura 9: Espectro de masa correspondiente al 3-metil-3-butenil-3-metil-butanoato presente en el
aceite de peumo y comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 10: Espectro de masa correspondiente al 4-terpineol presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 11: Espectro de masa correspondiente al a-bergamoleno presente en el aceite de peumo y

comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 12: Espectro de masa correspondiente al y-elemeno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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(rairib) Maphthalens, 1.2.3. d-tetrahpdro-1 B-dimethpl-2-(1-methypiathyl-, (15 -cish

Figura 13: Espectro de masa correspondiente al calameneno presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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Figura 14: Espectro de masa correspondiente al B-eudesmol presente en el aceite de peumo y
comparado con la base de datos NIST 2008.
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