INFLUENCIA DEL TIMOL EN LA PUESTA DE CRIA DE LA ABEJA
MELIFERA.

M. Carmona(l), A. Valero(2), |. Zalacain(3), A. Zalacain(l), M. R. Salinas(1)
(1)Catedra de Quimica Agricola, E.T.S.LA., Universidad Castilla-La Mancha,
Albacete. (2)Oficina Comarcal Agraria de Hellin. Consejeria de Agricultura de
Castilla-La Mancha. (3)Ingeniera Superior Informatica.

Ante el cada vez mayor uso del timol en el tratamiento de las colmenas frente al
acaro Varroa jacobsoni, los autores iniciaron este ensayo para comprobar si su
aplicacién afecta o no a la cria de las abejas y con ello al desarrollo normal de las
colonias de abejas. Los resultados les llevan a concluir que la presencia del timol
en las cantidades necesarias para que se produzca un control adecuado de Varroa,
no molesta a la abeja reina en su tarea de puesta de huevos cuando la temperatura
exterior se encuentra entre 10y 25° C.

El timol, 5-metil-2-(1-metiletil) fenol (Figura 1), es una sustancia de origen natural que se
encuentra presente en gran niumero de plantas, sobre todo en especies de la familia de
las labiadas: romero, albahaca, melisa, menta, salvia, tomillo, ajedrea, orégano...
(Phytochemical Database). En el caso del tomillo, el timol puede llegar a suponer el 50%
del contenido de su aceite esencial. Las labiadas son especies reconocidas como grandes
productoras de néctar (Herrera, 1985) y de las que se obtienen buenas cosechas de miel
en la Peninsula Ibérica. Por el contrario no son en general consideradas como especies
productoras de polen (Socorro y Espinar, 1999), basta con que sus mieles contengan
entre un 10-20% de granos de polen para que sean catalogadas como mieles
monoflorales.

Podria decirse por tanto, que la abeja melifera de la cuenca mediterranea esta
acostumbrada en mayor o menor medida a la presencia de timol cuando sale a pecorear.
Incluso en algunos casos, como sucede con las mieles de tilo, el contenido en timol es tan
alto que se le considera un marcador para este tipo de mieles (Guyot y col., 1998).
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Figura 1: estructura quimica de la molécula de timol.

En apariencia, el anico problema que puede aparecer por el uso masivo de timol para el
control de Varroa jacobsoni, puede ser que le confiera sabor a la miel Bogdanov y col.,
1998). Si bien esto podria ser un problema desde el punto de vista organoléptico,
dificilmente supondria una preocupacion desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria. En el afio 1992 el timol fue evaluado por el Comité de Expertos en sustancias
saborizantes del Consejo de Europa, y desde entonces se permite su adicion a los
alimentos hasta un nivel de 50 mg/kg y de 10 mg/kg a las bebidas (Thymol summary
report (1996). El timol est4 presente en aceites esenciales de citricos (0,03-0,1%) que se
usan ampliamente en la industria de las bebidas refrescantes. Ademas posee una
actividad antioxidante comparable a la de BHA (2,6-Bis-(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol), y



BHT ((1,1-dimetiletil)-4-metoxifenol), antioxidantes de sintesis que se emplean en
alimentacién y cuyo uso cada vez es mas discutido (Dorman y col., 2000). El hecho de
gue el timol sea un componente natural de la dieta y que se use de forma generalizada
como aditivo alimentario, ademas de que sea rapidamente metabolizado y eliminado
cuando es ingerido, hace que los posibles residuos que puedan quedar de un tratamiento
veterinario con esta sustancia no sean considerados téxicos para el hombre. Por ese
motivo el timol aparece clasificado en el Anexo Il de la regulacion europea N° 2377/90 y
no tiene establecido un MRL (limite maximo de residuos) para su presencia en productos
derivados de producciones ganaderas (Thymol summary report, 1996).
Los antioxidantes fendlicos de origen vegetal, categoria en la que puede ser englobado el
timol, se han relacionado recientemente con la baja mortalidad por problemas cardiacos
entre la gente que utiliza la dieta mediterranea. El timol ha sido usado en medicina
humana para el tratamiento tépico de problemas dermatolégicos, para realizar
inhalaciones en problemas respiratorios y para el cuidado de los dientes (Thymol
summary report, 1996). Se ha demostrado “in vitro” que inhibe la oxidacién de las
proteinas humanas LDL, responsables del transporte del colesterol por el torrente
sanguineo y que de forma conjunta con éste es lo que se conoce vulgarmente como
“colesterol bueno” (Teissedre y Waterhouse, 2000).

Desde el punto de vista del uso del timol como biocida, ha demostrado su eficacia no sélo
para combatir la varroasis en las abejas. Posee capacidad insecticida (Karpouhtsis y col.,
1998) y antialimentaria frente a Spodoptera litura (Hummelbrunner y Isman, 2001), una
plaga de considerable importancia en el sudeste espafiol. Presenta actividad frente a
hongos de gran interés agricola como son: Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora capsici y Aspergillus flavus (Montes-Belmont y
Carvajal, 1998; Mullerriebau y col., 1995); o contra hongos que causan problemas en
frutos una vez cosechados (Chu y col., 1999; Tsao y Zhou, 2000). Incluso frente a algunos
nematodos, posee una actividad nematicida comparable al compuesto de sintesis oxamilo
(Tsaoy Yu, 2000).

Desde los primeros trabajos realizados con aceites esenciales (Colin, 1990) parece claro
gue ha sido el timol, o mezclas de éste con otros compuestos (mentol, linalol, o
eucaliptol), la sustancia con la que se han obtenido mejores resultados en la lucha contra
la varroasis, después de haber probado mas de 150 aceites esenciales o componentes de
éstos (Imdorf y col., 1999). Ademas de las mencionadas, existen otras sustancias también
de original vegetal que han mostrado actividad en el laboratorio contra este acaro y que
podrian en un futuro tratar de mezclarse con el timol para mejorar su eficacia (Flores y
col., 2000; Sammataro y col., 1998).

Ha quedado de manifiesto en varios trabajos (Lindberg y col., 2000; Chiesa, 1991) que
resulta necesario el contacto fisico de la abeja con el timol en cualquiera de las formas
gue éste se presente, puesto que soOlo por evaporacion no resulta suficientemente
efectivo. Para que cumpla su funcion acaricida debe entrar en contacto con las abejas y
mantener una concentracion lo mas homogénea posible dentro de la colmena. Desde el
afo 1995, e incluso antes, dos importantes grupos de investigacion apicola en Espafia, el
Centro Apicola Regional de Marchamalo (Llorente y col., 1996) y el Centro Andaluz de
Apicultura Ecolégica (CAAPE) (Flores y col., 1996), le han dedicado gran atencion a esta
sustancia con el objeto de encontrar una manera eficaz de dosificarla atendiendo a la gran
variabilidad climatoldgica de la Peninsula Ibérica.

Una ultima razén a favor del uso de esta sustancia es que también se ha mostrado activa
en el control de otro acaro parasito (Acarapis woodi) que habita en las trAdqueas de las



abejas (Whittington y col., 2000), aunque su incidencia es practicamente nula en la
Peninsula, manifestandose solo la enfermedad en la isla de La Palma.

La eficacia en el control de varroa empleando timol estimada por diferentes autores entre
el 70% (Mattila y Otis, 1999) y el 97% (Higes y Llorente, 1997), depende de muchos
factores (Faucon, 1999). Se han obtenido valores de eficacia muy dispares segun la forma
de administracion: en polvo, en placas de petri con agujeros, en bolsitas de tela (Higes y
Llorente, 1997), absorbido sobre vermiculita (Flores y col., 2000), en spray (Whittington y
col., 2000) o en forma de gel (Mattila y Otis, 2000). La eficacia depende también de la
fortaleza de la colonia, las colmenas mas fuertes son capaces de disgregar y por tanto
repartir mas eficientemente por toda la colmena las formulaciones absorbidas sobre algun
soporte fisico. Es importante también el momento de la administracion y el nivel de
parasitacion inicial. No se obtienen buenos resultados cuando existe cria abundante
puesto que las Varroas quedan protegidas dentro del opérculo, y si su nimero es muy
elevado antes del tratamiento pueden quedar suficientes Varroas remanentes como para
colapsar la colmena. Otro factor muy importante que debe tenerse en cuenta es la
climatologia puesto que existe una relacion directa entre la evaporacién del timol dentro
de la colmena y la temperatura externa (Calderone, 1999).

Para la mayoria de los autores el uso de timol no tiene efecto sobre las abejas adultas, a
excepcion de algunos que encuentran que puede ser toxico bajo algunas condiciones
(Ellis y Baxendale, 1997). En este estudio se pretende conocer como afecta la presencia
del timol al comportamiento de la reina. No sélo saber si se produce mortalidad de las
reinas, como sucede cuando se aplican otro tipo de aceites esenciales como el mentol
(Duff y Furgala, 1993), sino si se produce descenso en la puesta de huevos, o si, como
han encontrado otros autores, aumenta la mortalidad de las larvas de entre 0 y 3 dias
(Mattila y col., 2000). Para realizar el tratamiento se han seguido las directrices que hasta
el momento han dado mejor resultado en el CAAPE, en cuanto a la forma de dosificacion
y momento 6ptimo en el que debe realizarse, adaptandolas a las condiciones particulares
de este ensayo.

Materiales y métodos.

El ensayo se realizé entre el 13 de marzo y el 6 de abril de 1999 en un colmenar en
produccién de 20 colmenas Layens situado en las cercanias de la localidad de Cancarix,
término municipal de Hellin (Albacete). Durante el otofio anterior las colmenas fueron
tratadas con el producto Apistan®, Unico producto legalizado en Espafia en aquel
momento para combatir la varroasis, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Las 20 colmenas se dividieron al azar en 4 grupos (A, B, C y D) de 5 colmenas cada uno
de ellos y se marcaron dentro de la tapa con la letra del grupo al que pertenecian y un
namero de orden. El grupo A o testigo no recibié tratamiento alguno. Los grupos By C
fueron tratados con 10 g de timol disuelto en aceite de oliva cada 6 dias, y el grupo D fue
tratado con 15 g de timol disuelto en aceite de oliva cada 6 dias.

Para preparar el tratamiento se tuvo en cuenta la solubilidad recogida en el Merk Index,
1g de timol se disuelve en 1,7 ml de aceite de oliva a 25° C. Para los tratamientos By C
se calentaron 85 ml de aceite hasta 70° C y se les afladieron 50 g de timol cristal, pureza
99,9% (Roig Farma, Espafia). La mezcla se mantuvo caliente y con agitacion hasta que
se disolvié por completo a 52° C. El volumen final se dividié en 5 alicuotas iguales. De
forma que en cada una de ellas se aport6é una cantidad de timol cercana a los 10 gramos.
En el caso de las colmenas pertenecientes al Grupo B se recortaron esponijillas de
floristeria “Ideal” en forma de pastilla de 9 cm de didmetro por 2,5 cm de alto. Las



esponjillas se aplastaron con la mano sobre la mesa para reducir su altura y aumentar su
capacidad de absorcién antes de introducirlas en una placa petri de poliestireno. Una vez
sobre la placa se afiadid encima la cantidad de aceite con timol correspondiente y se
precintaron las placas para facilitar su transporte al colmenar y evitar la evaporaciéon del
timol. En todos los tratamientos se coloc6 una placa por colmena.
En el caso de las colmenas del Grupo C las esponijillas recortadas fueron 2 para cada
colmena con un tamafo aproximado de 9 cm de didmetro por 1,2 cm de altura. Se
aplastaron igual que las anteriores, colocandose una dentro de la placa de Petri tras lo
gue se afadio la mitad del aceite de oliva mas el timol, después la otra esponijilla vy,
finalmente, el resto de la mezcla. Con este mecanismo se trataba de conseguir que la
evaporacion del timol fuese mas progresiva.

Los tratamientos para el Grupo D se prepararon disolviendo 75 g de timol en 127,5 ml de
aceite de oliva segun el procedimiento antes descrito, también empleando dos esponjillas
de floristeria para cada colmena y tratamiento. De forma que en cada una de ellas se
aporté una cantidad de timol cercana a los 15 gramos.

Se eligieron colmenas Layens para este estudio porque ademas de ser el tipo de colmena
mas extendida en nuestra region, no se conocia en el momento del inicio de este estudio,
el trabajo de otros autores con timol para combatir varroa en este tipo de colmenas. Las
colmenas empleadas eran del tipo clasico con cabezales corridos que impiden remontar a
las abejas hasta la parte superior de la colmena. Como ademas, el mayor interés es
conocer como afectaba a la puesta de la reina, se decidi6 colocar el tratamiento sobre el
suelo de la colmena entre los cuadros 5° y 6°. Para ello, tras abrir la colmena, se retiraba
el cuadro n°® 12 se abria el nido entre los cuadros 5° y 6°, y mientras con una mano se
levantaba un cuadro para dejar un poco mas de espacio, con la otra mano se depositaba
la placa petri sobre el suelo de la colmena, una vez que se habia retirado la tapa.
La primera visita al colmenar (visita SO) se realiz6 el dia 13 de marzo. Antes de colocar el
tratamiento tal y como se ha descrito, se fotografiaron por ambas caras todos los cuadros
gue contenian cria de dos colmenas de cada grupo, elegidas al azar entre las cinco que lo
conformaban. Se emple6 una camara fotografica YASHICA 200 AF con un objetivo zoom
70-210 mm y pelicula Kodak ULTRA de sensibilidad 400 ASA. Se repiti6 el mismo
proceso los dias 19 (visita S1), 25 (visita S2) y 31 de Marzo (visita S3) en los que
posteriormente a fotografiar todos los cuadros con cria, se renovaba el tratamiento.
Finalmente el dia 6 de abril (visita S4) se acudié al colmenar a fotografiar por Gltima vez
las colmenas y a retirar el tratamiento.

Las fotografias asi obtenidas (figura 2) fueron digitalizadas empleando para ello un
escaner HP ScanJet 4C, obteniéndose imagenes en formato Bitmap (BMP) con una
resolucion de 480 x 590 pixeles (ancho por alto) y 16 millones de colores (24 bits).
Se recortaron las areas correspondientes a la parte de cera obrada de cada cuadro (figura
3) empleando la aplicacion Adobe Photoshop 6.0 y posteriormente se seleccionaron por
separado las celdas operculadas de obrera y las celdas operculadas de zangano, (figura
4) que fueron rellenadas con un Unico color (RGB: 2162571).



Figura 2: ejemplo de las Figura 3: En ella se puede
fotografias obtenidas observar la seleccion
durante el estudio, realizada del &area de cera
correspondiente al lado obradade laFigura?2
derecho del cuadro n® 6 de la

colmena D2 durante la visita

S3 al colmenar

Figura 4: a) El area en color verde corresponde a las
celdillas de cria de obrera operculada de la Figura 3. b) El
area en color verde corresponde a las celdillas de cria de
zangano operculada

Se desarroll6 una aplicacion en Visual Basic que permitia cuantificar el éarea
correspondiente al color elegido sobre el area total del cuadro (figura 5). El programa
exporta directamente los resultados a un fichero Excel con una plantilla preestablecida,
sirviéndose del nombre de la imagen, gracias a una de las opciones de la aplicacién
creada (figura 6). La interpretacion de los resultados se realizé visualizando mediante
gréficos los valores de estas tablas, o que permitié estudiar por separado la evolucion de
la cria de obrera y zangano a lo largo del tiempo.
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Figura 5: Aplicacion informética desarrollada en Visual Basic. Resultados obtenidos
al emplearla para conocer el area seleccionada de la Figura 4
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Figura 6: Tabla que recoge los resultados obtenidos por la aplicacion informatica
desarrollada, al estudiar los cuadros con cria de la col. B1

Resultados y discusion.

Las colmenas mas fuertes fueron capaces de retirar gran parte de la esponijilla, pero en
ningln caso consiguieron eliminarla por completo puesto que la placa petri impedia el
acceso por los laterales y sélo permitia que fuese atacada por la parte superior. En el
caso de las colmenas mas fuertes del grupo C y D a las que se les habian colocado 2
esponijillas en vez de una, fueron capaces de eliminar la superior en los 6 dias que
transcurrieron entre cada visita. Aunque en estudios de otros autores ha quedado claro
gue resulta importante que las abejas desmenucen y extiendan por toda la colmena el
sustrato sobre el que se haya absorbido el timol, en este caso resulté interesante que
gracias a la placa de poliestireno encontrasen dificultades para poder eliminarla por
completo, lo que asegurd una concentracion mas constante a lo largo del tiempo dentro
de la colmena.

Cuando al iniciarse el otofio fue revisado el colmenar completo para decidir si se realizaba
0 no otro tratamiento acaricida, las colmenas testigo que no habian sido tratadas
presentaban a simple vista un nivel de parasitacion muy superior al del resto de colmenas



y estaban mucho mas débiles. No se valoraron los porcentajes de eficacia por no ser este
punto objeto de nuestro estudio.

La figura 7 recoge de forma visual lo que sucedid con la cria de obrera en el mismo
cuadro a lo largo de las casi cuatro semanas de tratamiento.

Figura 7: Se uesta, de izquierda a drecha (SO, 2, y S4) la evolucién del
mismo cuadro a lo largo de las cinco visitas al colmenar

Se puede observar como la reina va poniendo huevos desde el centro del cuadro al
exterior y va rellenando los espacios libres que van quedando al emerger las abejas. Al
representar los datos correspondientes a todos los cuadros de una colmena, se
obtuvieron gréficos del tipo que se muestra en la figura 8. Estos graficos permiten seguir
el movimiento de la reina dentro de la colmena para realizar la puesta. En la figura 8, que
corresponde a la colmena B1, se comprueba como cuando se inicia el tratamiento (SO0) la
puesta de la reina se concentra en los cuadros n°® 3y n° 5. A continuacion la reina se fue
desplazando a los cuadros n° 6 (S1), y n® 7y n°® 8 (S2) para ampliar el nido de cria. Una
vez que habian quedado libres los cuadros n°® 3 y n° 5 donde se concentraba la cria al
principio, la reina volvio a ellos para continuar la puesta (S3), pero manteniendo mas cria
en un mayor nimero de cuadros (S4), como corresponde al desarrollo normal de una
colmena que se prepara para la primavera.
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Figura 8: Representacion grafica del tanto por ciento de cuadro ocupado por cria
obrera operculada en la colmena B1, alo largo de las cinco visitas realizadas al
colmenar (SO, S1, S2,S3y S4)

Con ayuda de la hoja de célculo se realizaron las medias correspondientes al grado de
cria operculada para cada colmena fotografiada, dos colmenas por cada tratamiento
incluyendo el testigo, y se representaron los resultados a lo largo del tiempo.
Se observan dos comportamientos bien diferenciados sin que tenga influencia la forma de
realizar el tratamiento (figuras 9 y 10). Resulta dificil explicar este diferente
comportamiento pero en cualquier caso, la conclusion que se puede sacar en ambos
casos es la misma: el timol no molesta el trabajo de puesta de huevos de la reina. En la
figura 9, donde se muestran las colmenas en las que se reduce la cria de obrera tras la



segunda visita (S1), se puede comprobar como la colmena testigo A2 tiene un
comportamiento muy similar al resto de las colmenas. Al tratarse de un colmenar en el
campo y en produccién, no se controlaron ni el linaje genético de la reina ni su edad.
Podrian ser estos, factores importantes en el diferente comportamiento de unas y otras,
puesto que los grupos de colmenas se hicieron al azar, al igual que la seleccién de las
dos colmenas a fotografiar a lo largo del tratamiento dentro de cada grupo.
En la figura 10 se muestra la evoluciéon de las colmenas que siguieron aumentando el
tanto por ciento de cria operculada, salvo en la Gltima visita en la que en los tres casos se
redujo ligeramente.
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Figura 9: Evolucion de la cria de obrera operculada en las colmenas con distinto
tratamiento B1, C2, D1y A2 alo largo del tiempo
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Figura 10: Evolucion de la cria de obrera operculada en las colmenas con distinto
tratamiento B2, C1y D2 a lo largo del tiempo

Esto dltimo quizds sea facilmente explicable si se observa la figura 11 y se tiene en
cuenta que la puesta de los huevos de la cria recién operculada el mismo dia de la toma
de fotografias (S4), se realizé nueve dias antes (alrededor del dia 16 de tratamiento),
cuando las temperaturas exteriores eran las mas bajas, lo que pudo causar por si solo la
reduccion de la actividad de la reina.



Cuando se compara la proporcién que suponen las celdillas de obreras respecto a la cria
total, puede evaluarse si el tratamiento con timol tiene algin efecto sobre la proporcion
entre la cria de obrera y la cria de zangano que deposita la reina. Aunque cada vez en el
mundo de la apicultura la labor del zangano es més reconocida debido a su contribucion
en el mantenimiento de la temperatura del nido, no seria deseable que el tratamiento con

timol produjese un aumento excesivo de la puesta de huevos de zangano por parte de la
reina.
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Figura 11: Temperaturas maximas y minimas que se dieron en el colmenar durante
el tiempo que duré el ensayo

En la figura 12 se presentan los datos correspondientes a la proporcion de obreras
respecto al total de cria operculada justo antes de iniciar el tratamiento (S0) y al finalizarlo
(S4). Se observa de forma sorprendente que son en las colmenas testigo (Al y A2) donde
con el tiempo se produce el aumento mas significativo de la proporcion de zanganos con
respecto a las obreras, y por lo tanto disminuye la relacién cria obrera/ cria total. Aunque
no resulta facil comprender por qué en las colmenas testigo aumenta de forma
significativa la cantidad de cria operculada de zanganos, lo que si se deduce es la idea
contraria. El tratamiento con timol no provoca que las colmenas se vuelvan mas
“zanganeras”, s6lo en el caso de B2 y C2 se produce una ligera disminucion.
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Figura 12: Representacion grafica de larelacion cria de obrera/cria total justo antes
de comenzar el tratamiento (S0) y al finalizar este (S4)

Los resultados obtenidos se podrian resumir diciendo que la presencia de timol dentro de
la colmena en las cantidades necesarias para que se produzca un control adecuado de
varroa, no molesta a la abeja reina en su tarea de puesta de huevos, cuando la
temperatura exterior se encuentra entre 10 y 25° C. No queda claro que suceda lo mismo
cuando se dan temperaturas minimas por debajo de 10° C, se produce una reduccién de
la puesta que puede deberse sencillamente a la baja temperatura pero también a una



menor tolerancia a la presencia de timol cuando la colmena permanece encerrada.
Multitud de factores pudieron provocar que la evolucién de las colmenas a lo largo del
ensayo tuviesen dos comportamientos bien diferenciados, entre ellos las temperaturas
relativamente bajas. Resulta llamativo que la colmena “méas débil”, con un menor nimero
de individuos y cria (colmena C1), mantuviese el ritmo creciente y no sufriese por la
llegada del frio (figura 10). El distinto comportamiento podria deberse bien a diferencias
genéticas entre las reinas que lleva a unas colonias a soportar mejor las bajas
temperaturas a unas que a otras, a que poseen precisamente por esas diferencias
genéticas patrones de puesta diferentes, o bien a que con la edad varian estos patrones
de puesta.
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