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Resumen

Con el objetivo de evaluar "in vitro" el aceite esencial de Rosmarinus oficinales frente a la
varroosis en Apis mellifera, se recolectaron hojas frescas al azar de la planta. Se realiz6 la
extraccidon mediante el método de hidrodestilacion (con agua y vapor) en el Centro de Estudio
de Quimica Aplicada, de la Universidad de Granma. Los parasitos fueron colectados, en un
apiario ubicado en la comunidad de Santa Isabel del municipio Bayamo a partir de panales
zanganeros. Para la evaluacion del efecto acaricida se emplearon concentraciones de 25, 50,
75y 100% respectivamente. Se utiliz6 como control el agua destilada. Se colocaron en un placa
de Petri con papel de filtro impregnado con el producto, menos en el control, 20 acaros en cada
una de ellas. Las lecturas se realizaron a las 4, 8 y 24 horas. Se determiné el porcentaje de
mortalidad de los acaros. Se realiz6 el analisis de varianza para la comparacion de
proporciones. Mediante el uso del Programa COMPARPRO 1.0 (Font et al., 2007). Los
resultados evidencian mayor actividad antiparasitaria al emplear las concentraciones 75 y
100%. Se concluye que el biopreparado tiene efecto antiparasitario contra el acaro Varroa
destructor de Apis mellifera.
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Abstract

For the sake of evaluating "in vitro" the essential oil of Rosmarinus oficinales in front of varroosis
in Apis mellifera, they recollected to the chance of the plant fresh leaves. The method of
hidrodestilation (with water and vapor) in Estudio’'s Center of Quimica Aplicated of Granma's
University accomplished the intervening extraction itself. Parasites were collected, in an apiary
located in Santa Isabel's community of the municipality Bayamo as from honey combs
zanganeros. For the evaluation of the acaricide effect they used 25, 50, 75 and 100 %'s
concentrations respectively. The distilled water was utilized like control. They took a job in one
Petri's plate with filter paper impregnated with the product, less in control, 20 acaruses in each
their were ubicated. The readings came true to 4 8 and 24 hours. After of after of once the
biopreparado was applied. The percentage of mortality of acaruses was determined. The
analysis of variance for the comparison of proportions came true. By means of the use of the
Program COMPARPRO 1,0 (Font et al., 2007). The results evidence bigger anthelmintic activity
when 75 and 100 % use the concentrations. It is concluded that the biopreparado has
antiparasitary effect against the acarus destructive Varroa of Apis mellifera.

Key words: oil; apls; essential; mellifera; rosmarinus; varroosis

Introduccion

El ser humano recibe gratificacion doble de la abeja melifera, los beneficios de la polinizacion y
los productos de la colonia. El beneficio a la agricultura, economia y ecologia de un area, como
resultado directo e indirecto de la difusion de las abejas es altamente significativo. Por otro lado
las ventas de los productos y sub-productos del colmenar (miel, cera, polen, propéleos) asi
como el pasatiempo que se produce y mercadea para el manejo racional de éste insecto
Calatayud (2007).

La produccién mundial de miel estuvo en torno a 1.825.752 t, por paises en el periodo del 2014
-2016 se comport6é de la siguiente forma: China 27,7%, Turquia 6,1%, Estados Unidos 4,6%,
Ucrania 3,7%, Argentina 3,2% y el resto del mundo 37,2%. Los mayores exportadores de miel
en el 2017 fueron: China 19%, Argentina 10%, India 5%, México 4%, Brasil 4%, Alemania 4%,
Hungria 3%, Canada 3%, Espafia 3% y el resto del mundo 45% FAQO (2018).

Este proceso productivo se ve menguado debido a muchas enfermedades entre las que se
destaca la varroosis, presente en la mayoria de los paises en los que se practica la apicultura,
tanto en poblaciones de colmenas rusticas o no. Patologia que se convirti6 en una

preocupacion desde el punto de vista econémico en Japén y China en los afios 1950 y 1960, en
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Europa a finales de 1960 y 1970 y en Israel y Norte América en 1980. Eguaras y Ruffinengo
(2008).

En nuestro pais, esta noxa fue diagnosticada en 1996 y es uno de los peores problemas que
afectan a la apicultura cubana. Actualmente se ha extendido a todo el territorio nacional,
ocasionando pérdidas millonarias en nuestro segundo renglon exportable. Entre 1996 y 1997 en
s6lo dos provincias se perdieron mas de 10 000 colmenas, mortandad que fue detenida y hoy
se estima como promedio anual el 4% del parque apicola nacional, atribuibles a estas muertes
no soélo directamente al cuadro morboso causado por el acaro, sino, a las enfermedades
sobreafiadidas como consecuencia de la accion expoliadora del parasito Pino, Sanchez,
Rodriguez, Correa, Demedio., y Sanabrai (2011).

El control del acaro en nuestro pais se inicia en el afio 2000, con el uso de productos quimicos
como la flumetrina (Bayvarol 4%) que genera resistencia y residualidad en los productos de las
colmenas, esto ha conducido a problemas de riesgo toxicologico para los apicultores, abejas y
por lo tanto también para los consumidores, por lo que se ha indicado su aplicacion solo en
época de no cosecha de miel, generalmente su costo es de millones de délares Gomez, Verde,

Alvarez., y Torafio (2004)..

El empleo de extractos vegetales como acaricidas, constituye una opcién de bajo costo que
ayuda en gran medida a la economia de muchos paises, ya que su uso aporta beneficios
capaces de reducir los gastos financieros que provoca la importacion de grandes volimenes de
productos quimicos, ademas de constituir una alternativa ecoldgica debido a que no ocasionan
dafios al medio ambiente Avila, Navarro, Vera, Davila, Melgoza., y Meza (2011). Por lo que los
aceites esenciales de plantas como el orégano, romero, eucalypto, etc, pueden ser candidatos
para el desarrollo de un nuevo producto en el control de varroosis en Apis mellifera.

El objetivo del trabajo es evaluar in vitro la efectividad del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis frente a varroosis en Apis mellifera.

Poblacion y muestra

Las investigaciones se realizaron en el periodo comprendido entre octubre del 2018 hasta
marzo del 2019, en el Departamento de Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, el Centro de Estudio de Quimica Aplicada, el Laboratorio de Agentes Biologicos
de la Universidad de Granma, y el Laboratorio del Departamento de Sanidad Animal del
MINAGRI en Granma.

Materiales y métodos

Seleccion del material vegetal para la obtencién del aceite esencial
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La seleccién de la especie vegetal se realiz6 tomando como criterio la revision bibliografica y
otros trabajos realizados y la factibilidad de su uso como una alternativa en la regulacion
poblacional de Varroa destructor de Apis mellifera. La recoleccion se realizd en un
Organopdnico ubicado en el municipio Bartolomé Maso, provincia Granma entre las siete y las
ocho horas. La temperatura ambiente durante el proceso de recoleccion se mantuvo alrededor
de los 25°C -30°C y la humedad relativa fue del 85% (Norma Ramal. NRSP 309, 1992).

El follaje recolectado se almacené en el Laboratorio de Productos Naturales (LPN) del Centro

de Estudios de Quimica Aplicada, en un lugar fresco, ventilado y de poca iluminacion.
Obtencion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial de la planta de estudio se realizé en el Laboratorio de
Productos Naturales del Centro de Estudio de Quimica Aplicada (CEQA) utilizando el método
de hidrodestilacion (con agua y vapor) a partir del material vegetal molinado. La destilacion se
realizd en un equipo tipo Clavenger, constituido por un hidrodestilador y un condensador simple.
Se utiliz6 agua como liquido refrigerante haciendo uso de un recirculador modelo MLW
fabricado en Alemania.

Se realizaron cuatro extracciones de tres horas de duracion cada una a partir de 250g de
material vegetal respectivamente, pesados en una balanza Técnica BS 2202S SARTORIUS

fabricada en Alemania.

El aceite esencial obtenido en cada extraccién fue secado con sulfato de sodio (NaxSO,)
anhidro de calidad analitica para eliminar el agua remanente del proceso de destilacion y
posteriormente fue pesado para calcular el rendimiento porcentual (masa/masa) de la

extraccion.

Formulacién del biopreparado

Los biopreparados con aceite esencial, se prepararon en concentraciones al 25, 50, 75y
100% respectivamente, con agua destilada como excipiente de base, hasta obtener la mezcla
con la homogeneidad deseada, se empled como control el agua destilada. Las emulsiones a
diferentes concentraciones se prepararon mediante una técnica de ultrasonido con un equipo
de tipo ultrasonic cleaner SB-120DT posteriormente se envasaron en frascos de color ambar
(50 mL), para evitar la aceleracion de la cinética de degradacion por fotélisis. Todas las
muestras fueron etiquetadas e identificadas.

Ubicacion experimental del desarrollo del estudio.
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Los acaros fueron colectados, de un apiario localizado en el Consejo Popular de Santa Isabel
de Bayamo, a partir de panales zanganeros de la especie Apis mellifera sometida a sistema de

crianza intensiva en cajas Langstroth cuya infestacion ocurrio de forma natural.

Se emplearon cuatro concentraciones del biopreparado (25%, 50%, 75% y 100%) mas un

control.

Formulacién de las dosis

Concentracion 1------------- 25% (0,25mL del extracto y 75mL de agua destilada).
Concentracion 2------------- 50% (0,50mL del extracto y 50mL del agua destilada)
Concentracion 3------------- 75% (0,75mL del extracto y 25mL de agua destilada)
Concentracion 4------------- 100% (conlmL del extracto, sin afiadirle nada mas)
Control 5 ---------mremmeemm (solo se afiadi6 agua destilada)

Cada concentracion constituyd un tratamiento y se realizaron tres réplicas, en una placa de
Petri con papel de filtro impregnado del biopreparado con el aceite esencial por el método de
exposicion completa en placa Petri, menos en el control. Se colocaron 20 acaros en cada disco.
Las lecturas se realizaron a las 4, 8 y 24 horas, después de aplicado el biopreparado. Se
determind el porcentaje de acaros muertos, se emple6é para la observaciéon de los acaros

muertos el microscopio-estereoscopio.
Procedimiento estadistico para el estudio “in vitro”.

Para el analisis estadistico de los resultados se comparé el nimero de acaros muertos, segun
el tiempo de observacién para cada concentracion y entre tratamiento en cada momento de
observacion a través de analisis de comparacion multiple de proporciones. Se utilizo la prueba
de Duncan (1955) para la comparacién mdltiple de las medias. El procesamiento se realizo
mediante COMPARPRO 1.0. Font, Noda, Herrera, Lizazo, Sarduy., y Rodriguez (2007).

Andlisis y resultados

En el cuadro uno, se encontré diferencia altamente significativa en todas las concentraciones,
siendo superior a las 24 horas y se incrementa proporcionalmente con la concentracion del
aceite esencial., se considera favorable a partir de 50% a las 24 horas y al 100 a partir de las

ocho horas.

Cuadro 1. Acaros muertos con el uso de diferentes concentraciones del biopreparado.
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Periodo de
_ 25% 50% 75% 100%  Control
observacion(horas)

4 5° 10° 15° 20° 0
8 b b b b
10 15 25 35 02
24
20° 35° 35° 452 0
EE

2,22 3,83 2,90 3,64 0.01

Sig ns

*k%k *k*k *kk *k%k

Valores con letras distintas presentan diferencias significativas (P<0,05) segun prueba de
Duncan.

Segun Alfonso (2012), en investigacion realizada en la provincia Granma con extracto
alcohdlico de la planta Trichiliahirta en concentraciones iguales que las aplicadas en nuestro
experimento obtuvo resultados similares a los nuestros al obtener una diferencia altamente
significativa en las concentraciones de 75 y 100% respectivamente con un periodo de
observacion de 36 horas.

Por otra parte Sabahi, Gashout, y Kelly (2017). al utilizar el aceite esencial de orégano frente a
la varroosis observé resultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo. De igual manera
reportan otros investigadores la eficacia de dos acaricidas naturales, el acido férmico y el timol,
para el control del acaro Varroa destructor en colonias de abejas meliferas (Apis mellifera.). La
mayor eficacia se obtuvo con dos aplicaciones de 12,5 g de timol (92,1%), mientras que con el
acido formico, la eficacia fue de 66,4%. Ambos acaricidas obtuvieron una mortalidad
significativa de ectoparasitos (P< 0.0001), pero la misma disminuyé después de la primera

réplica, con resultados diferentes a los expuestos en nuestra investigacion.

Por su parte en investigaciones realizadas, investigadores evidenciaron que la utilizacion del
tomillo, a las 24 horas, alcanz6 el 100% de muertes en los acaros. A las 36 horas se observaron

valores entre un 22% y un 36% de mortalidad. Los resultados obtenidos muestran que el

754



Estrada Cutifio y otros

extracto de la planta no tiene un efecto toxico sobreagudo sobre la poblacién total de estos
ectoparasitos, y agudo sobre la totalidad de la poblacion, lo que lo avala para su posible uso

como acaricida.

Segun Pomagualli (2017) reporta que el acido oxalico seguia manteniendo su accién acaricida
en pequefia proporcion sin embargo para la diatomita se registra un incremento de 0,94%, en
consecuencia si se utilizara a intervalos de tiempo més cortos la reduccion del paracito seria en
forma ascendente, para obtener buenos resultados al utilizar acido oxalico se necita dar cuatro

aplicaciones a intervalos de cuatro dias.

Por otra parte refieren investigadores la eficacia del empleo del aceite esencial de albahaca
morada frente a acaros de Varroa destructor, provenientes de colonias de A. mellifera, que no
habian recibido tratamiento. Las dosis utilizadas produjeron la muerte del 100% de los parasitos
y entre 63 y 77% de mortalidad de estos al final del ensayo, lo cual evidencia resultados

inferiores a los obtenidos en nuestra investigacion.

Como puede observarse en el cuadro dos, las concentraciones 75 y 100% muestran resultados
mas altos a las 24 horas, en cuanto al porciento de mortalidad en acaros los cuales difieren
significativamente del resto de las concentraciones y el control, lo que evidencia la efectividad
del producto para el tratamiento contra la varroasis en Apis mellifera. Resultado que puede
estar asociado a los componentes quimicos como el carvacrol, monoterpeno sintetizado a partir
de a-pineno segun el cual le confiere una amplia acciébn como antimicrobiana, anticancerigena,
antiinflamatorias y antioxidante Yesil, Sevimli, Bedir, y Vardar (2010). ya probadas tal como
refieren Han, Choi, Lee, Kim., y Ahn, (2015).

Por otro lado varios estudios realizados con el aceite esencial del romero han comprobado su
efecto contra microorganismos Gram-negativos, Gram-positivos y microorganismos resistentes
Bonilla, Mendoza, Moncada, Murcia, Rojas, Calle., y Pinzon (2016).demostraron la actividad
antimicrobiana del aceite esencialde R. officinalis L. sobre tres bacterias Gram-positivas:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis; Gram-negativas:
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli y hongos: Candida albicans y
Aspergillus niger, también demostraron la actividad antibacteriana contra Streptococcus
mutans, S. salivarius, S. sobrinus, S. mitis, S. sanguinis y Enterococcus faecalis,

microorganismos presentes en la cavidad bucal.

Ademas refieren autores que el romero contiene otros componentes quimicos como: taninos,

azucares y elementos minerales: 1,14% de sodio, 1,06% de potasio, 0,63% de calcio, 0,23% de
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magnesio 17 partes por millon (ppm) de hierro, 10 ppm de cobre, 26 ppm de zinc, 15 ppm de
manganeso y de AE 1,2-2%, por lo que su aceite esencial es considerado un potente
estimulante con propiedades analgésicas, antisépticas, antidiarreicas, antirreumaticas,
antiespasmaodicas, astringentes, estimulante circulatorio, sudorifico, cicatrizante, hepatico y

tonificante.

Cuadro 2. Porciento de acaros muertos con el empleo de diferentes concentraciones del biopreparado a las 24 horas

Tratamientos % acaros N EE
muertos
25 35¢ 20
50 60° 20
75 75° 20 4.57333
100 1002 20
Control 0,0° 20

Valores con letras distintas presentan diferencias significativas (P<0,05) segun prueba de
Duncan.
El efecto acaricida de los aceites esenciales de Tagetes minuta, Heterotheca latifolia y
Eucaliptus sp, contra Varroa destructor y su toxicidad sobre Apis mellifera L. fue evaluado por
diferentes investigadores en condiciones de laboratorio en dos ensayos diferentes y su
efectividad varié entre 63 y 84% y en nuestro trabajo se alcanz6 una efectividad de 75% a

100%, en condiciones similares.

Se coincide con Pomagualli (2017), que atribuye esta accion antiparasitaria del romero al
contenido mayoritario de alcaloides, otros investigadores han obtenido buenos resultados con la
utilizacién del Nim, los cuales encontraron concentraciones de cinco a 15 pg de timol, 50 a 150
Hg de alcanfor y 20 a 60ug de mentol por litro produjeron la muerte del 100% de acaros. En
cambio, eucaliptol en 240 pg por litro causé 100% de acaros muertos. Nuestros resultados

fueron similares a los obtenidos por estos investigadores.

Segun Franco (2009), al evaluar el control alternativo del acaro Varroa destructor, utilizando
aceites esenciales de Eucalipto (Eucalyptus camaldulensis Dehnh), Clavo (Eugenia
caryophyllata Thunb), y extracto comercial de Nim (Azadirachta indica y A. Juss) aplicados a

través de un sustrato de gel directamente en las colmenas de abejas meliferas, evidenciaron

756



Estrada Cutifio y otros

gue el aceite esencial de Eucalipto y el extracto de Nim ejercen un efecto téxico directo sobre
Varroa ya que el primero caus6 la mortalidad del 100% de Varroa y el segundo causo la muerte
del 70%, en relacién a los tratamientos tradicionales Bayvarol (100% de eficiencia) y acido
oxalico 89.28%.

Sin embargo diferentes autores, evaluaron en condiciones de laboratorio en dos ensayos
diferentes el poder acaricida sobre Apis mellifera de los aceites esenciales de Tagetes minuta,
Heterotheca latifolia y Eucaliptus sp y la efectividad vari6 entre 63 y 84%, resultados inferiores a
los obtenidos en nuestra investigacion. Y otro grupo, reportaron valores de igual magnitud que
los que se muestran en nuestro estudio, al evaluar el efecto varroocida del timol administrado
en dos formas; una aplicacién Unica de 25 g y otra de dos aplicaciones de 12,5g cada una,

separadas por 12 dias, obteniendo una mortalidad del 94% y 91% respectivamente.

Conclusiones

1. Se observdo mayor efectividad del aceite esencial de Rosmarinus officinalis en las
concentraciones de 75y 100%, durante 24 horas "in vitro" .
2. Se reportaron valores de igual magnitud que los que se muestran en nuestro estudio, al

evaluar el efecto varroocida del timol administrado en deferentes formas.
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