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RESUMEN

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), es uno de los polinizadores mas importantes de
los cultivos. Sin embargo, en los ultimos anos las densidades poblacionales de este insecto
han disminuido debido a un fendmeno conocido como Sindrome del Colapso de las
Colonias (SCC). El uso irracional de plaguicidas, entre otros factores, es considerado una
de las causas del SCC. Sin embargo, la investigacion en esta area se ha focalizado en los
insecticidas sintéticos. Por tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar
formulaciones comerciales de uso agricola de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, virus de
la polidrosis nuclear de de Mamestra brassicae L. (NPVs), azadiractina (Neem), piretrinas
y abamectina contra A. mellifera. En los bioensayos de contacto e ingestion la mayor
toxicidad se obtuvo con abamectina con 100% de mortalidad en su dosis comercial. Las
piretrinas en su dosis comercial (45 mg L") presentaron una mortalidad de 53,2% mientras
que NPVs no mostré mortalidad incluso aumentando la dosis 64 veces. En los bioensayos
de repelencia aunque las abejas exhibieron una mayor preferencia por el testigo que por la
dieta tratada no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos lo que
indicaria que las abejas hicieron una eleccion al azar mas que por alguna influencia del tipo
de dieta. Se concluye que abamectina y las piretrinas son las mas toxicas contra abejas en

su dosis comerciales y subletales tanto por contacto como ingestion.
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SUMMARY

The Apis mellifera L. is an important pollinator for numerous crops. However, in recent years,
population density has declined due to a phenomenon known as Colony Collapse Disorder
(CCD). The irrational use of pesticides, among other factors, is considered one of the causes
of CCD. However, research in this area tends to focus primarily on synthetic insecticides.
Hence, this research aimed to assess the toxicity of commercial formulations of Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki, nuclear multiple polyhedrosis virus of Mamestra brassicae L.
(NPVs), azadirachtin (Neem), pyrethrins, and abamectin for agricultural use against A.
mellifera. In contact and ingestion bioassays, the highest toxicity was obtained with
abamectin with100% mortality at its commercial dosage. Pyrethrins in their commercial
dose (45 mg L") showed a mortality of 53.2%, while NPVs did not cause mortality at the
commercial dosage, so we increased it 64 times. In repellency bioassays, although
untreated bees exhibited a higher preference for control than treated diet, no significant
differences between treatments were observed, indicating that the insects made their choice
randomly rather than being influenced by the type of diet. We concluded that abamectin and
pyrethrins are the most harmful to bees than NPVs, Neem, and B. thuringiensis, both in

commercial and sublethal doses, by contact and ingestion toxicity.
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INTRODUCCION

En el reino animal, los insectos son el grupo mas diverso y se presume que
constituyen una cantidad significativa de la biomasa terrestre (Zattara et al., 2021),
lo que aporta directamente a servicios esenciales para la funcién de los
ecosistemas como el control biolégico y la polinizacion, entre muchos otros. El
proceso de polinizacion en particular es esencial para el mantenimiento de la
viabilidad y diversidad genética de las plantas con flores, lo que determina su éxito
reproductivo (Ollerton et al., 2011). El aporte de este proceso sobre la produccion
alimentaria se estima en grandes porcentajes. Mas del 75% de los servicios
alimenticios son producidos por los insectos polinizadores (Nava-Bolafios et al.,
2022), mientras Williams (1996) estimd que los insectos son los responsables de
alrededor del 84% de la polinizacion de los cultivos comerciales . Esto representa
aproximadamente un tercio de la produccioén total de alimentos (Klein et al., 2007).
Entre los insectos polinizadores, los 6érdenes de mayor importancia son
Hymenoptera, Lepidoptera, Diptera y Coleoptera, tales como, abejas, mariposas,
polillas, moscas y escarabajos (Garibaldi et al., 2012). No obstante, los
himendpteros se consideran los polinizadores mas eficaces (Stanley y Preetah,
2016). Entre estos ultimos, las abejas productoras de miel del género Apis sp.
(Superfamilia Apoidea), prestan servicios esenciales de polinizacion a los cultivos
agricolas (Yasuda et al., 2017). La abeja Melifera Apis mellifera L. (Hymenoptera:
Apidae) se destaca en este proceso y por los subproductos que genera para la
humanidad. La historia de domesticacion de esta especie originaria de Africa, se
estima que en el afio 2600 a.C. aproximadamente, en Egipto. Desde alli, se atribuye
que la apicultura paso a las posteriores civilizaciones occidentales, estableciéndose
esta practica durante la Edad Media en Europa, desde donde se extendio al resto
del mundo (vanEngelsdorp y Meixner, 2010), por lo que actualmente es Africa el
lugar donde actualmente se encuentran las unicas poblaciones de abejas nativas y
silvestres (Stanley et al., 2020). Actualmente la distribucién de esta especie abarca
practicamente el mundo entero (Han et al., 2012), debido al transporte deliberado
que ha realizado el ser humano (vanEngelsdorp y Meixner, 2010). De esta forma A.

mellifera es la especie polinizadora mas domesticada a nivel mundial.



La reduccion de los servicios de polinizacion puede afectar enormemente a las
comunidades vegetales y las funciones mas amplias de los ecosistemas (Yasuda et
al., 2017). Esto sumado a que ademas de prestar servicios de polinizacion, las
abejas meliferas proporcionan una serie de productos (miel, cera, polen, propdleos
y jalea real) de importancia comercial (Winston, 1991).

En los ultimos afos se ha observado una disminucion en las poblaciones de abejas
meliferas en todo el mundo, lo que implicaria que la sostenibilidad del proceso de
polinizacion, realizado por estas, se encuentra en riesgo, fendmeno que ha sido
denominado Sindrome del Colapso de las Colonias o Colony Collapse Disorder
(CCD) (Suryanarayanan y Kleinman, 2013). La Sociedad Latinoamericana de
Investigacion en Abejas (SOLATINA), informaron que entre los afios 2016 a 2018,
la zona sufrié una pérdida media del 40%, con paises como Colombia, Brasil, Chile
y Bolivia los paises mas afectados reportando una pérdida de entre un 30 y 45 %
(SOLATINA, 2020).

Una diversidad de factores ha contribuido al declive de las poblaciones de A.
mellifera, pero entre los mas importantes se encuentran, los cambios del uso de
suelo, la pérdida de habitat para forrajeo, los parasitos y enfermedades y el uso de
insecticidas (Yasuda et al., 2017). Pese a todo, no se ha establecido una unica
causa, por lo que se infiere pueda ser un efecto multifactorial con acciéon acumulativa
en la respuesta inmune de las abejas (Grillone et al., 2017). Entre las causas
probables del CCD, el uso de insecticidas es uno de los factores mas relevantes y
estudiados (Del Sarto et al., 2012), debido a que en la agricultura son los mas
utilizados para proteger los cultivos (Belzunces et al., 2012). Existen estudios que
sugieren que existen tres vias por las cuales las abejas entran en contacto con los
insecticidas: (1) cuando las abejas recolectoras toman contacto directo con los
plaguicidas aplicados en las plantas, muriendo rapidamente en campo, (2) cuando
las abejas recolectoras trasladan el néctar, polen y agua contaminadas a la
colmena, viéndose toda la colonia afectada por el material contaminado y (3) por
una posible exposicién de plaguicidas a través de la deriva de aspersién aérea
(Abay et al., 2023). Actualmente, los insecticidas deben cumplir con ciertas

condiciones para ser utilizados: i) ser selectivos, ii) tener menor efecto residual v iii)



tener nuevos modos de accion diferentes a los denominados “insecticidas de amplio
espectro”. Entre los insecticidas sintéticos que cumplen estas condiciones estarian
los insecticidas neonicotinoides, reguladores del crecimiento de insectos y
diamidas. Pero aun asi, los neonicotinoides actualmente estan prohibidos en la
mayoria de los paises de la UE (Union Europea), debido a su efecto nocivo sobre
abejas y polinizadores en general (Laycock et al., 2014), ya que los residuos de este
insecticida se translocan al polen y al néctar que recogen los recolectores (Henry et
al. 2015). No obstante, son el grupo mas utilizado para el control de plagas en paises
como Chile, donde no estan restringidos (Jeshcke, 2021), por lo que las abejas
meliferas y otros polinizadores en estos paises sigue siendo un riesgo.

En las ultimas décadas se ha aprendido mucho de la interaccion entre las abejas y
las toxinas naturales de su entorno, por lo que, también es continuo el
descubrimiento de nuevos compuestos activos que pueden utilizarse para controlar
plagas de insectos (Aljedani, 2017). Actualmente, los bioinsecticidas se han
consolidado como una opcién frente a los insecticidas sintéticos, debido a que se
asume que presentan bajo riesgo ambiental y toxicidad para mamiferos, alta
selectividad de especies y bajo potencial de desarrollo de resistencia (Qu et al.,
2022). Estos insecticidas generalmente son de origen natural y de acuerdo con la
Agencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos (EPA), se definen como
“sustancias naturales derivadas de microorganismos, plantas o animales que
controlan plagas (insecticidas bioquimicos y derivados), sustancias insecticidas
producidas por plantas que contienen material genético agregado (protectores
incorporados a las plantas (PIP)) y microorganismos y virus que controlan plagas
(insecticidas microbianos)” (Qu et al., 2022). Entre las distintas clases de
bioinsecticidas utilizados para el control de plagas, se encuentran las avermectinas,
las cuales son una familia de lactonas macrociclicas que se obtienen de la
fermentacién de la bacteria Streptomyces avermitilis (Yoon et al., 2004). Esta familia
tiene una serie de derivados, siendo la ivermectina y Abamectina las mas utilizadas
en la agricultura (Li et al., 2022). En el ambito agricola la Abamectina es utilizada
para el control de insectos y acaros (Li et al., 2022) debido a que ejerce su accién

téxica a nivel del sistema nervioso, uniéndose a los receptores del acido gamma-



aminobutirico (GABA), aumentando el flujo de iones de cloruro hacia las células e
interrumpiendo la transmision del impulso nervioso (Li et al., 2022), provocando
paralisis y la posterior muerte del insecto. Otro compuesto de origen microbial es
Bacillus thuringiensis (Bt), que es una bacteria gram positiva formadora de esporas
(De Maagd et al., 1999), que posee dos fases de crecimiento, y en una de estas
libera cristales proteicos que tienen propiedades téxicas, que afectan a nivel de
intestino medio, a lepidopteros, coledpteros, dipteros y nematodos (Soberén y
Bravo, 2008). Debido a su rapida degradabilidad en condiciones de campo y por su
selectividad (Whalon y Wingerd, 2003) los productos que contienen esta bacteria se
utilizan en varios sistemas agricolas (Damalas y Koutroubas, 2018). Ademas de los
mencionados, los bioinsecticidas incluyen productos elaborados a partir de virus,
como el Nucleopoliedrovirus multiple de Mamestra brassicae L., perteneciente a la
familia Baculoviridae, y género Alphabaculovirus. Especificamente Baculoviridae es
una familia de virus patégenos de insectos que han sido ampliamente utilizados
para el control de plagas agricolas, especialmente del orden Lepidoptera (Moscardi,
1999). Por ultimo, entre los bioinsecticidas también se encuentran compuestos de
origen botanico, como la Azadiractina, la cual es un derivado de las semillas del
arbol de Neem (Azadirachta indica J; Meliaceae), un compuesto antialimentario, que
ademas provoca alteraciones en la metamorfosis, fecundidad, e inhibe la
ovoposicidon, efectos observados en 1962, donde las semillas de esta especie
provocaron la inhibicién de la alimentacion de langostas (Rembold et al., 1982). En
este grupo también se encuentran las Piretrinas, oleoresina extraida y refinada de
las flores del piretro (Tanacetum cinerariifolium T; Asteraceae) (Markham et al 2020).
Su efecto insecticida consiste en provocar hiperexitacidon neuronal la cual deriva en
disparos sinapticos y despolarizacion constante (Gupta y Crissman, 2013). Esta
oleorresina es ampliamente utilizada en ambientes domeésticos y en el sector
agricola para el control de plagas, debido a sus potentes propiedades insecticidas
y su rapida accion; ademas produce una baja toxicidad en plantas y mamiferos, con
un minimo impacto ambiental (Markham et al 2020).

A pesar de los beneficios del uso de bioinsecticidas, la percepcion de seguridad de

estos compuestos comenzd a descender con los primeros antecedentes de riesgos



en el ambiente y organismos no blanco, como los polinizadores. De acuerdo con
Aljedani (2017), la Abamectina provoca de manera mas rapida la muerte de A.
mellifera jemenitica que el piretroide sintético deltametrina, ademas de afectar las
células citotdxicas del mesenteron provocando trastornos digestivos. Por otra parte,
Li et al (2022) determinaron que varios grupos de genes se ven influenciados
negativamente por la exposicion a Abamectina de A. cerana cerana y A. mellifera
lingustica. En el caso del Neem, a pesar de su potencial, se asume que, para ser
utilizados eficientemente, los productos derivados de este arbol deben presentar
inocuidad o baja toxicidad para los organismos benéficos, como los polinizadores
de los cultivos tratados. Sin embargo, estudios como el de Lopes-Amaral et al
(2015), indicaron que larvas y abejas recolectoras reducian su tasa de supervivencia
al ingerir alimento contaminado con Neem. De la misma forma, Gonzalez-Gomez et
al (2016) determinaron los efectos del aceite de Neem sobre la mortalidad y
desarrollo de crias de abejas, ovoposicidn de la reina y rendimiento de la colonia,
registrando que la mortalidad de las crias aumentaba cuando se incrementaban las
concentraciones del aceite de Neem. En Bt, existen antecedentes que indican que
este afecta a organismos no blanco, por lo que no se puede descartar que la
exposicion a este tipo de compuestos pueda afectar a las abejas y que una
exposicion frecuente de estas pueda presentar consecuencias negativas
(Steinigeweg et al., 2022). Lo anterior se demuestra en un estudio realizado por
Steinigeweg et al (2022) en el que B. thuringiensis subespecie aizawai (cepa: ABTS-
1857) inhibio el desarrollo de crias y redujo el porcentaje de abejas obreras
emergidas. En cuando a las Piretrinas no se han realizado investigaciones. Sin
embargo, He et al (2022) realizaron un estudio, para investigar los efectos de la
exposicion cronica a beta-cipermetrina, en el crecimiento de larvas de A. cerana
ceranay A. mellifera ligustica reproducidas in vitro, obteniendo que la supervivencia
de estas se vio significativamente afectada por este insecticida. Dado que beta-
cipermetrina es un derivado sintético de las Piretrinas, y, presenta el mismo modo
de accion, se podria inferir que las abejas podrian tener alguna reaccion negativa

frente a este compuesto de origen natural.



Finalmente, el conocimiento de efectos letales y subletales de los insecticidas
sintéticos sobre polinizadores son muchos comparados con los que hay sobre estos
mismos causados por Bioinsecticidas. La falta de antecedentes bibliograficos puede
ser explicada debido a que inicialmente parecian inécuos frente a organismos no
blanco. Sin embargo, actualmente, los pocos estudios al respecto sefialan a que
algunos de estos efectos letales y/o subletales sobre polinizadores existen, debido
a lo cual, el desarrollo de estudios que aborden esto ultimo es fundamental, e
importante a la hora de transferir el conocimiento a productores y gestionar
estrategias de manejo que apunten a una agricultura sostenible y tributen a la

agenda 2030 de nuestro pais
HIPOTESIS

Insecticidas naturales, autorizados en Chile para uso agricola, provocan efectos
nocivos sobre abejas meliferas (Apis mellifera L.), debido a que por su origen,

presentan mecanismos de accion similares a insecticidas sintéticos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos nocivos de bioinsecticidas comerciales para uso agricola sobre

Apis mellifera.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analizar en laboratorio la toxicidad de formulaciones comerciales de Bacillus
thuringiensis subp. kurstaky, Nucleopoliedrovirus multiple de Mamestra brassicae,

Azadiractina, Abamectina y Piretrina en obreras adultas de A. mellifera.

- Evaluar el efecto repelente de formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis
subp. kurstaky, Nucleopoliedrovirus multiple de Mamestra brassicae, Azadiractina,

Abamectina y Piretrina en obreras adultas de A. mellifera.

- Evaluar la toxicidad por ingestion de formulaciones comerciales de Azadiractina y

Abamectina en obreras adultas de A. mellifera.

- Evaluar el efecto residual de Abamectina y Piretrinas sobre obreras adultas de A.

mellifera.



MATERIALES Y METODOS

La investigacidon se realiz6 en el Laboratorio de Entomologia y Acarologia
Agropecuaria y en la Estacion Experimental “El Nogal”, de la Facultad de Agronomia

de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan, Region de Nuble, Chile.

Insecticidas. Se utilizaron formulaciones comerciales de los bioinsecticidas
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel® WG), Virus de la poliedrosis multiple
nuclear de Mamestra brassicae (En Vivo SC®), Azadiractina (Neem-X®), Piretrinas
(Tec Fort?) y Abamectina (Fast Plus). Los antecedentes detallados de cada
insecticida se indican en la Tabla 1. Estos compuestos se seleccionaron debido a
que son los bioinsecticidas mas utilizados para el control de plagas en huertos
frutales y hortalizas en Chile. Para obtener las concentraciones a evaluar en los
bioensayos, se consideré como referencia la dosis comercial recomendada (DR)
por el fabricante que se diluyé con agua destilada a la mitad, un cuarto y un octavo,
con lo que se determin6 una ventana de actividad biologica para la obtencion de
una ventana de respuesta entre 0 y 100% de mortalidad. En caso de no haber
obtenido el intervalo de mortalidad esperado, se evaluaron mas dosis intermedias o

superiores.

Material biolégico. Las abejas se obtuvieron de colonias ubicadas en la
Estacion Experimental “El Nogal” de la Universidad de Concepcién, Campus Chillan.
Con el objetivo de obtener insectos de edad conocida para los experimentos, siete
dias antes de cada bioensayo, se retiraron marcos de cria operculada de la colonia,
que se trasladaron al Laboratorio de Entomologia y Acarologia Agropecuaria. Una
vez en laboratorio, lo marcos se mantuvieron en jaulas de tela de visillo, con bordes
de madera, de 60 x 60 x 30 cm. en una camara bioclimatica (SHEL LAB, Model
2015-2E, Cornelius, Oregon, EE. UU.) en condiciones de 28 + 5°C de temperatura

y 90 + 5% HR (humedad relativa) hasta la emergencia de los adultos.
Bioensayos

Aplicacion Topical. En este bioensayo se utilizé la metodologia de Del Sarto
et al (2014), con modificaciones. Se evaluaron las concentraciones definidas en la



ventana biolégica para cada insecticida (Tabla 2), ademas de un testigo al cual se
le aplicé agua destilada. Por cada concentracion se realizaron cinco réplicas de 15
abejas de 7 dias de edad. Con el objetivo de disminuir la movilidad de las abejas,
antes de la aplicacidén de los insecticidas, estas se ubicaron en un freezer a una
temperatura de -15 = 2°C durante 5 minutos, y a continuacion, se aplicé 2 uL de
cada concentracion de insecticida con una micropipeta. Las aplicaciones se
realizaron en la zona ventral del abdomen de las abejas. Luego, las abejas tratadas
se trasladaron a frascos de plastico de 1L provistos de una tapa con dos
perforaciones destinadas a la sujecion de dos jeringas de 20 mL, que contenian una
dieta consistente en 5 mL de miel (70%) y 5 mL de agua destilada respectivamente,
ofrecidas ad libitum. Ademas, para facilitar la movilidad de las abejas en el interior
del frasco se incorporé dos abatelenguas de madera de 113 x 10 x 2 mm, dispuestos
en forma de X. La mortalidad se registr6 24 horas después de la aplicacién y el
criterio de mortalidad fue considerar como muerta aquella abeja que no reaccionada
a un estimulo externo, que consistié en un toque con un pincel y/o si se encontraban
volteadas (Del Sarto et al., 2014).

Ingestion. En este bioensayo se utilizé las metodologias de Del Sarto et al
(2014) y Phan et al (2020), con modificaciones. Se evaluaron los insecticidas mas y
menos toxico de acuerdo con el bioensayo de aplicacion topical, correspondiendo a
Fast Plus (Abamectina) y Neem-X® (Azadiractina) en ocho y cinco dosis,
respectivamente (Tabla 3), ademas de un testigo con agua destilada. Cada
insecticida tuvo cinco réplicas de 15 abejas. El bioensayo consistio en ubicar las
abejas en frascos de plastico de 1L de capacidad implementados de la misma
manera descrita en el bioensayo anterior. Previamente a las abejas se les privo de
alimento durante 4 horas y luego de este periodo se les suministré una jeringa de
20 mL con 5 mL, de una mezcla de miel (70%) mas el insecticida para que se
alimentaran ad libitum durante 4 horas. Pasado ese tiempo, se retiraron las jeringas
y se les administré una dieta de 5 mL de miel (70%). La mortalidad se evalué a las
24 horas vy el criterio de mortalidad consistié en considerar como muerta aquella
abeja que no reaccionaba a un estimulo externo, correspondiente a un toque con

un pincel, y/o si se encontraban volteadas (Del Sarto et al., 2014).



Residualidad. Se utilizo las metodologias de Husain et al (2014) y Abati et al
(2023) con modificaciones. Se evaluaron las dosis comerciales de los insecticidas
Tec Fort® (Piretrinas) y Fast Plus (Abamectina) debido a que presentaron la mayor
toxicidad en laboratorio, junto con un testigo al cual se le aplicé agua. La primera
parte del bioensayo se llevo a cabo en un huerto de manzanos, variedad Fuji de 8
afios, ubicado en la Estacion Experimental “El Nogal” de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de Concepcidén, Campus Chillan, Chile. El bioensayo consistio en
bloques de tres arboles, distribuidos en tres hileras (Figura 1). Cada tratamiento tuvo
cinco repeticiones de tres arboles cada una, de los cuales solo el central se evalu6
utilizando los arboles laterales como proteccidon para evitar la deriva. Las
aplicaciones se realizaron con una Pulverizadora Levera de 50 litros de capacidad,
y cada arbol se traté con un volumen de 2,6 L de solucion. A las 2, 24 y 48 horas
después de la aplicaciéon (HDA) de los insecticidas, se recolectaron hojas al azar de
los arboles tratados, que se almacenaron en bolsas de plastico, debidamente
identificadas y trasladas al Laboratorio de Entomologia y Acarologia. En laboratorio,
las hojas se ubicaron en frascos de plastico de 1L de capacidad y para mantener la
humedad de estas se mantuvo sus tallos en tubos Eppendorf de 1,5 mL con agua y
agar al 2,0%. Se realizaron cinco réplicas por tratamiento con 15 abejas por frasco.
Las abejas, antes de ser inoculadas en los frascos, se ubicaron en un freezer a una
temperatura de -15 £ 2 °C durante 5 minutos, para reducir su movilidad y agresion.
Durante el transcurso del bioensayo, a las abejas se les suministré con jeringas de
20 mL una dieta de 5 mL de miel (70%) y 5 mL de agua destilada, ofrecida ad libitum.
La mortalidad se evalud 24, 48, 72 y 96 HDA de insecticidas a las hojas o hasta

alcanzar un 50% de mortalidad en el testigo.

Repelencia. Este bioensayo se realizd con la metodologia de Signoretti et al
(2012), que registra el porcentaje de eleccion de los insectos, y se evaluaron solo
las dosis comerciales recomendadas (DR) de los insecticidas (Tabla 2). Se utilizd
un olfactémetro del tipo “Y”, conformado por un tubo de vidrio cuyos dos brazos
laterales median 16,5 cm de largo y 3 cm de diametro, conectados a un tubo central
del mismo diametro y dimensiones. Cada brazo se sellé6 con un tapén de goma y

conectd con una manguera plastica de 12,7 mm de didmetro a un matraz de vidrio



que contenia las fuentes de aroma (tratamiento o control). La fuente de aroma
correspondiente al tratamiento contenia un algodén empapado con 20 mL de miel
(70%) mas la dosis comercial del insecticida, mientras que el control contenia un
algodon empapado solamente con 20 mL de miel (70%). Cada brazo del tubo se
conectd a una bomba de aire Super LB 1000 (Shanghai Luby Pet Industries Co.,
Shanghai, China) de una capacidad de 1,6 L min-! de flujo de aire que se filtr6 con
carbon activado y humificé con un matraz que contenia agua destilada, y se regulé
con medidores de flujo SHLLJ LZQ-6 (Yuyao Shunhuan Instruments Co., Shanghai,
China), que proporcionaron un caudal constante de 1L de aire min-'. En cada brazo
y base del tubo en forma de Y se trazaron lineas a una distancia de 7 cm del centro
y luego se ubicaron individualmente 76 abejas, para posteriormente determinar el
efecto repelente. Se observd el comportamiento durante cinco minutos desde que
el insecto cruzo la linea umbral del tubo central y se registraron elecciones cuando
un insecto cruzé la linea de uno de los dos brazos y permanecio alli durante al
menos 20 segundos (Signoretti et al 2012). Las abejas que seleccionaron uno de
los dos brazos durante cinco minutos fueron las unicas considerados en el
bioensayo. Cada abeja se utilizdé una sola vez para evitar el aprendizaje asociativo,
y el tubo de vidrio se lavo entre réplicas, mientras que las conexiones con las fuentes

de olor se alternaron en orden para minimizar el sesgo.
Disefio experimental y analisis estadistico

Los bioensayos de laboratorio se realizaron con un disefio experimental
completamente al azar, mientras que el bioensayo de residualidad correspondi6 a
un disefio experimental de bloques al azar. La mortalidad maxima aceptada en el
testigo fue de 10% y los datos de los tratamientos de aplicacion topical e ingestiéon
se corrigieron con la férmula de Abbott (1925). Los datos de aplicacion topical e
ingestidon, se ajustaron a un modelo Probit (Finney, 1952) para estimar las
concentraciones letales 50% (CLso) y 90%(CL90), utilizando el software PoloPlus.
Los datos de residualidad se sometieron a un analisis de varianza de dos vias de
medidas repetidas y a una prueba de Tukey con un 95% de confianza (p < 0.05). El

analisis de residualidad se realiz6 con la prueba de supervivencia de Kaplan y Meier
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(1958) con el software R. Los datos de repelencia se analizaron con una prueba de

Chi-cuadrado (X?), también con el software R.
RESULTADOS Y DISCUSION

Aplicacion topical. La mayor toxicidad por contacto se obtuvo con el
tratamiento de Abamectina que, en su dosis comercial, la mitad y un octavo de esta,
provocd un 100% de mortalidad de las abejas. Este insecticida incluso en la menor
dosis evaluada (D1/64, 0,28 mg L") superé el 50% (57,89%) de mortalidad (Figura
2). Las Piretrinas, en su dosis comercial (D1.0, 45 mg L-') ocasionaron una
mortalidad de 53,19% (Figura 2), mientras que el NPVs en su dosis recomendada,
no provocé mortalidad, teniendo que aumentarse ocho (C8.0, 408 mg L") y 128
(C128, 6528 mg L") veces esta para obtener una mortalidad de 8,45% y 90,14%,
respectivamente (Figura 2). Por otra parte, B. thuringiensis y Azadiractina incluso
con 32X y 64X de la dosis comercial, respectivamente, no superaron el 10% de
mortalidad; por tanto, no se realizé un analisis Probit con estos dos ultimos
insecticidas, clasificandose como los menos téxicos para abeja.

Al analizar las CLso y CLoo (Tabla 4) se observa que el insecticida menos toxico es
NPVs (CLso= 2393 mg L"), seguido por las Piretrinas (CLso= 39,82 mg L"), mientras
que el de mayor toxicidad es Abamectina con una CLso= 0,221 mg L'y CLeo= 0,77
mg L. Ademas, los limites fiduciales no se traslapan, lo que significa que los
tratamientos son significativamente diferentes (Robertson y Presley, 1996).
Igualmente, con base en la razén de toxicidad (TRso) Abamectina fue 180 y 10832
veces mas toxico para A. mellifera que las Piretrinas y NPVs, respectivamente. Al
respecto, Del Sarto et al (2014) evaluaron topicamente Abamectina y deltametrina
(piretroide) sobre A. mellifera obteniendo que Abamectina fue moderadamente
toxica para A. mellifera incluso mas que deltametrina. Estos resultados concuerdan
con la presente investigacién, ya que en su dosis comercial Abamectina fue
altamente tdxica para las abejas, incluso en dosis subletales. Por otra parte, Stanley
et al (2015) al evaluar deltametrina, obtuvieron que este insecticida en su dosis
comercial provocé la muerte del 100% de las abejas 48 h después de la aplicacion,

lo que no concuerda con este trabajo, ya que las Piretrinas en su dosis comercial
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provocaron un 53,19% de mortalidad de las abejas. Sin embargo, los resultados
obtenidos si concuerdan con Besard et al (2010) quienes evaluaron la dosis
comercial de Abamectina y bifentrina, también piretroide, sobre Bombus terrestris L.
(Hymenoptera: Apidae), los cuales resultaron altamente téxicos y eliminaron al
100% de los abejorros. Si bien en su dosis comercial la Piretrina no provocé el 100%
de mortalidad, si se obtuvo esa mortalidad con Abamectina. En cuanto a
Azadiractina, Demiozer et al (2022) evaluaron durante 15 dias la mortalidad
provocada por Nimbecidina (Azadiractina), en su dosis comercial, sobre B. terrestris
obteniendo una mortalidad significativamente mayor en comparacion al control. Lo
anterior no concuerda con este estudio, ya que, si bien solo se evalué la mortalidad
24 horas después de la aplicacion, la toxicidad de Azadiractina, en su dosis
comercial, no supero el 2,0% de mortalidad. Por otra parte, Mommaerts et al (2010)
evaluaron Dipel (B.thuringiensis subsp. kurstaki) y Xentari (B. thuringiensis subsp.
aizawai) en sus dosis maximas recomendadas para aplicacion en campo sobre B.
terrestris, obteniendo que estos insecticidas no superaron el 5,0% de mortalidad de
abejorros, lo cual concuerda con el presente estudio, ya que Dipel no supero6 el 8,0%
de mortalidad en su dosis comercial. En cuanto a NPVs, se podria inferir que no
resultd toéxico para las abejas debido a que para que ejerza su accion este
compuesto debe ser ingerido, lo que no ocurre con una aplicacion topical. Un motivo
de la diversidad de resultados puede deberse a que no hubo un control integro de
la edad de las abejas, siendo posible que, en el grupo seleccionado para realizar el
bioensayo, se encontraran abejas de distintos dias de eclosion, y considerando los
valores de heterogeneidad y lo planteado por Amdam et al (2007) y Rueppell et al
(2008), cabe la posibilidad que las abejas de mayor edad, hubieran experimentado
un descenso de sus niveles de vitelogenina, debido a que se prepararon para
transformarse en obreras recolectaras, lo que puede provocar un estrés fisiolodgico
e incrementar la susceptibilidad de las abejas. Lo anterior justifica el motivo por el
cual se evalud la mortalidad solo hasta las 24 horas, ya que, pasado ese periodo de
tiempo, la mortalidad del testigo superaba el 10% aceptado para este tipo de

experimentos.
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Ingestion. Al igual que en el bioensayo de aplicacion topical, Abamectina
provoco una mortalidad de 100% en su dosis comercial (C1.0, 18 mg L) (Figura 5)
mientras que en la menor dosis evaluada (C1/128, 0,14 mg L) se registré un 20,5%
de abejas muertas (Figura 5). En contraparte, Azadiractina en su dosis comercial
presentd un 1,4% de abejas muertas, por lo cual se debi6 aumentar la dosis 64
veces (1024 mg L'Y) para alcanzar una mortalidad maxima de 58,5% (Figura 3). Al
analizar las CLso y CLgo (Tabla 5) se comprueba que el insecticida menos toxico es
Azadiractina (CL50=800,37 mg L"). Ademas, los limites fiduciales no se traslapan,
por lo que ambos tratamientos son significativamente diferentes (Robertson y
Presley, 1996), y de acuerdo con la razén de toxicidad al 50% (TRso), Abamectina
es 3620 veces mas toxico para A. mellifera que Azadiractina.

Los resultados obtenidos concuerdan con Del Sarto et al (2014) quienes
concluyeron que el insecticida mas téxico al ser ingerido por A. mellifera es
Abamectina. Sin embargo, la heterogeneidad (1,74), de los resultados obtenidos
implica que estos poseen alta dispersion y en consecuencia son poco
representativos. Al igual que en la aplicacion topical, la heterogeneidad de los datos
se pudo deber a la manipulacién del material biolégico o a su edad. En el caso de
la Azadiractina, el valor de heterogeneidad fue de 0,662, lo cual indica que los datos
son menos dispersos y por tanto mas representativos. De acuerdo con Aljedani
(2017), quien evalud la toxicidad por ingestion de Abamectina sobre A. mellifera
Jjemenatica, suministrando 0,1 ppm de insecticida y evaluando la toxicidad en
distintos tiempos obtuvo que el 50% de los insectos tardan 21 h en morir y el 90%
130 h. Si bien en el presente estudio no se hizo el mismo experimento, la
concentracion evaluada por Aljedani (2017) es similar a la concentracion 1/128 (0,14
mg L") con la que se obtuvo una mortalidad de 20,55% a las 24 h, lo cual no coincide
con este autor. Sin embargo, en aquel estudio los insectos evaluados eran obreras
obtenidas en campo, a diferencia de la presente investigacion en que se utilizaron
obreras con pocos dias de eclosion. Lopes-Amaral et al (2015) suministraron una
dieta con distintas concentraciones de Azadiractina, obteniendo que, a mayor dosis
del insecticida, mayor era la mortalidad, lo cual concuerda con el presente estudio.

Igualmente, en un estudio realizado por Libardoni et al (2021), la tasa de
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supervivencia de las abejas luego de 144 h de consumido alimento contaminado
con Dipel (B. thuringiensis), fue de 80%. Si bien en el presente trabajo solo se evalu6
hasta las 24 h, la tasa de supervivencia de las abejas luego de consumir alimento
contaminado con la dosis comercial de este insecticida fue de casi un 99%, lo cual
no concuerda con el estudio mencionado.

Tal como se menciond en el bioensayo anterior, el aumento de la concentracion de
la hormona juvenil y el descenso de la concentracion de vitelogenina en las abejas
de mayor edad, que implican un mayor nivel de estrés fisiolégico y como
consecuencia una mayor susceptibilidad, podria explicar la alta heterogeneidad en

los datos obtenidos con Abamectina.

Residualidad. En todos los tratamientos se produjo una reduccion de la
longevidad de las abejas en comparacién con el control. A su vez, mientras menor
fue el tiempo entre la aplicacion del insecticida y el contacto con las abejas, menor

fue la supervivencia de estas.

2 horas después de la aplicacion: Las abejas expuestas a las hojas de manzano
después de 2 h de ser tratadas con Piretrinas presentaron una supervivencia de
96% a las 24 h, y tras 120 h de exposicion continué vivo un 31% (Figura 4). Sin
embargo, no se registrd diferencia significativa respecto al control (p= 0,0572). Las
abejas expuestas a hojas tratadas con Abamectina, mostraron una supervivencia a
las 24 h de 8%, y tras 48 h de exposicion la tasa de supervivencia fue de 0% (Figura
4), encontrandose diferencias significativas entre el control, que sobrevivié un
82,7%, y este insecticida (p<0,05).

24 horas después de la aplicacion: Las abejas expuestas a las hojas tratadas con
Piretrinas, 24 h después de la aplicacion, tuvieron un 90,6% de supervivencia a las
24 h, y tras 120 h de exposicion continué vivo un 49,3% (Figura 5). Ademas, no se
observé diferencia significativa con el control (p= 0,9893). Pero, cuando las abejas
se expusieron a las hojas tratadas con Abamectina, la supervivencia de estas a las
24 h fue de 53,3%, y tras 96 h de exposicién la tasa de supervivencia fue
nuevamente de 0% (Figura 5), registrandose diferencia significativa respecto al

control (77,3%) y este tratamiento (p<0,05).
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48 horas después de la aplicaciéon: La supervivencia a las 24 h de las abejas
expuestas a Piretrinas fue de 76% y tras 96 h de exposicion continué vivo un 33%
(Figura 6), sin encontrarse diferencia significativa respecto al control (p= 0,469). En
el caso de Abamectina, la supervivencia a las 24 h fue de 92%, y tras 96 h continu6
vivo un 30,7% (Figura 6), encontrandose diferencia significativa con el control (p=
0,0173), que presentd un 54,7% de sobrevivencia, pero no con las Piretrinas (p=
0,9185).

Abati et al (2023) evaluaron la toxicidad residual sobre obreras de A. mellifera del
piretroide beta-ciflutrina, obteniendo en comparacién con el control, una reduccién
en la longevidad de las abejas tratadas. Considerando que beta-ciflutrina es una
version sintética de las Piretrinas, con el mismo modo de accion, pero con una
mayor residualidad, su actividad concuerda con lo obtenido en este estudio. Sin
embargo, estos autores obtuvieron diferencias significativas con el control, cuando
las abejas fueron expuestas a hojas tratadas con beta-ciflutrina el dia del bioensayo,
encontrandose casi todas las abejas muertas después de 18h de exposicion. Lo
anterior no concuerda con este trabajo, ya que no hay diferencias significativas entre
el control y las Piretrinas, y 24 h después de la exposicidn a las hojas tratadas con
Piretrinas el 96% de las abejas continuaron vivas. Lo anterior se puede deber a que
los compuestos sintéticos tienen mayor residualidad, a diferencia de los productos
naturales, cuya residualidad es menor debido a que se degradan mas rapido por
efecto de la luz y temperatura (Aylara et al., 2023).

En contraparte, Mubin et al (2024) evaluaron el efecto residual de Abamectina en
condiciones de laboratorio sobre Tetragonula laeviceps S. (Hymenoptera: Apidae),
registrando la mortalidad 48 horas después de la exposicion, obteniendo que
Abamectina en su dosis comercial provoca una mortalidad de 13,3% de las abejas,
y a medida que aumentd la dosis se incrementd la mortalidad. Estos datos no
concuerdan con la presente investigacion, debido a que Abamectina no presento
diferencia significativa con el control y las Piretrinas. Lo anterior se puede deber a
que, a pesar de utilizar arboles como barrera, de igual manera los correspondientes

al testigo pudieron verse expuestos a la deriva de los insecticidas, lo que explicaria
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que entre el testigo y el tratamiento con Piretrinas no se encontraran diferencias

significativas.

Repelencia. Con la sola excepcion de NPVs, todos los tratamientos
restantes fueron repelentes. El que presenté mayor actividad fue B. thuringiensis,
con 63,16% de preferencia por el control versus un 36,84% por el alimento
contaminado (Figura 10). En Azadiractina, el 51,32% de las abejas prefirio el control
y el 48,68% el alimento contaminado, mientras que con Abamectina y Piretrinas el
53,95% prefirié el control y el 46,05% el alimento contaminado. NPVs present6 un
efecto atrayente en las abejas, con un 55,26% de preferencia por el alimento
contaminado y un 44,74% que prefirié el control (Figura 10). Sin embargo, la
cercania de los valores para ambos tratamientos se puede explicar con la prueba
de Chi-cuadrado (X?) que indicé que el insecto no fue atraido ni repelido
significativamente por la fuente de alimento tratada con diferentes insecticidas, por
lo que la eleccion tomada por A. mellifera fue de manera aleatoria (p= 0,1338).
Ademas, esta prueba también mostré que existen diferencias significativas entre los
resultados de B. thuringiensis y NPVs (p= 0,01346).

Barbosa et al (2015) evaluaron la repelencia en distintas concentraciones de
Azadiractina y con la dosis comercial obtuvieron una repelencia de 7,0%, lo cual no
concuerda con este estudio, en que se obtuvo un 51,32% de repelencia. Ademas,
cuando se evaluo la toxicidad de este insecticida por aplicacion topical e ingestion,
se registré que no provocaban la muerte de las abejas en sus dosis comerciales por
lo que, se puede inferir que, si se aplica en campo, aunque las abejas se vean
atraidas por las flores contaminadas, no habria un efecto nocivo en estas. Por otra
parte, Havstad et al (2019) evaluaron la repelencia de los piretroides, lambda-
cihalotrina y alfa-cipermetrina, en condiciones de campo durante 7 dias, obteniendo
una repelencia de 40% y 17% respectivamente, lo cual tampoco concuerda con el
presente estudio en que se obtuvo una repelencia de 53,95%. Si bien, las
condiciones en que ambas investigaciones se realizaron difieren de la presente
investigacion, ambos estudios arrojaron que la repelencia no es alta, por lo que un
porcentaje indeterminado de abejas seleccionaran al azar las flores o el alimento

contaminado. Tal como se demostré en los bioensayos de aplicacién topical y
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residualidad, las abejas al verse expuestas a las Piretrinas podrian intoxicarse, ya
sea al entrar en contacto con las flores contaminadas en campo o bien en la colonia
a medida que transcurre el tiempo. Mubin et al (2024) evaluaron el efecto repelente
de Abamectina sobre T. laeviceps, obteniendo que las abejas son mas atraidas por
la miel que por el insecticida; sin embargo, al mezclar el insecticida con miel,
aumentaba la atraccion por el insecticida hasta un 66,67%. Este ultimo antecedente,
si bien difiere con lo obtenido en el presente estudio, en que las abejas fueron
atraidas por Abamectina en un 46,05%, indica que la miel es quien las atrae y no el
insecticida. En campo, las abejas al visitar las flores buscan una fuente de alimento
que son el néctar y polen, y si bien estos componentes no son similares a la miel, si
son necesarios para la elaboracion de esta, la cual utilizan como reversa de
alimento. Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta los antecedentes y
resultados obtenidos, las abejas no distinguen si las flores estan contaminadas o no
con Abamectina, por lo que se verian expuestas al insecticida si este fuera aplicado
a las flores; ademas teniendo en consideracion los resultados de aplicacion topical,
ingestion y residualidad, es probable que las abejas mueran en campo al verse
expuestas a los residuos de este insecticida o en la colmena debido a la residualidad
del insecticida.

Los resultados con B. thuringiensis sefialan que las abejas son atraidas en un
63,16% por el alimento sin contaminar, por lo que son repelidas por el alimento
contaminado con Bt. Considerando su baja toxicidad, los resultados indicarian que,
si bien existe un riesgo bajo, si las abejas consumen este insecticida, esta
posibilidad es aun menor debido a que las abejas no se sienten atraidas por las
flores contaminadas con Bt. Por otra parte, NPVs tampoco fue evaluado por
ingestidn; sin embargo, al tener un modo de accion similar a Bt, se puede asumir
que también tendria un efecto nocivo en las abejas si estas lo ingieren. A diferencia
de Bt, los resultados indican que NPVs es atrayente para las abejas, con un 55,26%
de preferencia, por lo que, si este insecticida es aplicado en campo, las abejas se
verian mayormente expuestas puesto que serian atraidas por las flores

contaminadas.
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CONCLUSION

El presente trabajo contribuye con informacion acerca de la toxicidad directa, sobre
la especie polinizadora A. mellifera, de los bioinsecticidas mas utilizados en Chile.

De los resultados obtenidos se puede concluir:

- Los bioinsecticidas cuyos compuestos activos son Abamectina y Piretrinas
son los mas nocivos para las abejas, tanto en sus dosis comerciales como
en dosis subletales, y sus diversas formas de exposicion (toxicidad, ingestion,
residualidad y repelencia)

- Azadiractina y B. thuringiensis son los compuestos menos toxicos para las
abejas en todas las formas de exposicion (toxicidad, ingestidén y repelencia)

- Aunque, NPVs no es toxico para las abejas, se debe considerar que resulté

un compuesto atrayente para mas de la mitad de los adultos usados.

Finalmente, se debe sefalar que, los resultados obtenidos por este estudio son
importantes de considerar a la hora de establecer estrategias de manejo de
plagas. La transferencia de estos resultados a productores y tomadores de
decisiones del sector en el futuro proximo es muy relevante para poder tributar
a los ODS (Objetivos de Desarrollo Sostenible). Principalmente al ODS12, para
la Produccion y Consumo Responsable; y al ODS 15, para la Vida de

Ecosistemas Terrestres.
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INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Insecticidas evaluados en condiciones de laboratorio sobre A. mellifera.

Concentracion

Nombre Ingrediente activo ingrediente Clasificacion grupo
comercial g grea IRAC*
activo
6. Moduladores
. 1 alostéricos del canal de
FAST PLUS Abamectina 18glL cloro regulado por
glutamato
UN. Compuestos de
NEEM-X® Azadiractina 40¢gL? modo de accion
desconocido
11. Disruptores
Bacillus thuringiensis microbianos de las
® 1
DIPEL"WG var. Kurstaki 64 gKg membranas digestivas
de insectos
Virus de la poliedrosis
§2®VIVO multiple nuclear de 281,88 g L1 31. Baculovirus
Mamestra brassicae
TEC FORT®  Piretrinas 225gLt o Moduladores del

canal de sodio

*IRAC= “The Insecticide Resistance Action Committee”. The IRAC mode of action

classification online (IRAC International, 2024) (www.irac-online.org)
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Tabla 2. Concentraciones del ingrediente activo evaluadas en bioensayo de aplicacién topical sobre obreras de A. mellifera.

Ingrediente activo Concentraciones (mg L)
Cl/64 C1/32 Cl/16 C1/8 C1/2 DR*1.0
Abamectina
0.28 0.56 1.125 2.25 9 18
DR*1.0 Cc2.0 C4.0 C8.0 C16 C32 c64
Azadiractina
16 32 64 128 256 512 1024
. o DR*1.0 Cc2.0 C4.0 C8.0 C16 C32
Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki 64 128 256 512 1024 2048
. . DR*1.0 Cc2.0 C4.0 C8.0 C16 C32 Ce64 C128
Nucleopoliedrovirus
(NPVs) 51 102 204 408 816 1632 3264 6528

C1/32 C1/8 C1/2 DR*1.0 C2.0 C4.0

Piretrinas
1.4 5.6 22.5 45 90 180

*DR= Dosis comercial recomendada por el fabricante.
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Tabla 3. Concentraciones del ingrediente activo evaluadas en bioensayo de ingestion sobre obreras de A. mellifera.

Ingrediente activo

Concentraciones (mg L)

1/128 Cl/e4 C1/32 C1/16 C1/8 C1/4 C1/2 DR*1.0
Abamectina
0.14 0.28 0.56 1.125 2.25 4.5 9 18
DR*1.0 C8.0 C16 C32 Cc64
Azadiractina
16 128 256 512 1024

*DR= Dosis comercial recomendada por el fabricante.
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Tabla 4. Concentracién letal 50% (CLso) y 90% (CLgo) de insecticidas naturales evaluados sobre A. mellifera mediante

aplicacion Topical luego de 24 horas de exposicion.

CLso (LC 95%)° CLgo (LC 95%)°

Ingrediente activo b +tEE® (mg L) (mg L) TRso®
Abamectina 2,365 £ 0,388 o 1852_31311) (0.58%_717_ 242) 1.0
?Il\lljlgi‘/as)ponedmv”us 2,011£0,243 (184421?2,0988.5) (698%%?128505) 10832
Piretrinas 1,411+ 0,29 (8.8359-§72.05) (156.312-?2292.9) 180

2 Valor de pendiente. ® Concentracién letal al 50% y 90% de efectividad con limites fiduciales al 95% de probabilidad. ©

Toxicidad relativa al 50% de mortalidad.
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Tabla 5. Concentracién letal 50% (CLso) y 90% (CLgo) de insecticidas naturales evaluados sobre A. mellifera mediante

ingestion luego de 24 horas de exposicion.

CLso (LC 95%)P

CLoo (LC 95%)°

. . a C

Ingrediente activo b tEE (mg L) (mg LY) TRso
. 0,233 0,949

Abamectina 2,098 + 0,207 (0,166-0,3) (0,725-429) 1,0

Azadiractina 2,003 + 0,402 800,37 3278,05 3621

(631,88-1103,34)

(1990,14-9370,63)

aValor de pendiente. PConcentracion letal al 50% y 90% de efectividad con limites fiduciales al 95% de probabilidad.

cToxicidad relativa al 50% de mortalidad.
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Figura 1. Distribucion de los tratamientos en el huerto de manzano en la Estacién Experimental El Nogal. T= Tratamiento,

R= Repeticiones.
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Figura 2. Mortalidad (%) por toxicidad de contacto de Azadiractina (A), Abamectina (B), Piretrinas (C) y Virus de la

poliedrosis multiple nuclear de Mamestra brassicae (NPVs) (D) contra Apis mellifera.
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Figura 3. Mortalidad (%) por toxicidad por ingestiéon de Azadiractina (A) y Abamectina (B) contra Apis mellifera.
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Figura 4. Probabilidades de supervivencia de A. mellifera expuestas a hojas de manzano tratadas con agua, Abamectina y
Piretrinas 2 horas antes del bioensayo de residualidad. Valores con letras distintas indican que presentan diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 5. Probabilidades de supervivencia de A. mellifera expuestas a hojas de manzano tratadas con agua, Abamectina y
Piretrinas 24 horas antes del bioensayo de residualidad. Valores con letras distintas indican que presentan diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 6. Probabilidades de supervivencia de A. mellifera expuestas a hojas de manzano tratadas con agua, Abamectina y
Piretrinas 48 horas antes del bioensayo de residualidad. Valores con letras distintas indican que presentan diferencias
significativas (p<0.05).
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Figura 7. Porcentaje de preferencia de A. mellifera por alimento contaminado con
insecticida y el control. T= Tratamientos.
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