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Resumen

Con el objetivo de evaluar "in vitro" el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) en
el control de varroosis. Se recolectaron hojas frescas al azar de la planta en la comunidad
de El Nispero perteneciente al municipio Jobabo de la provincia Las Tunas. Se realizo la
extraccion del aceite esencial mediante el método de hidrodestilacién (con agua y vapor)
en el (CEQA). Los parasitos fueron colectados en un apiario de la comunidad de Santa
Isabel, Bayamo a partir de panales zanganeros de la especie Apis mellifera. Para la
evaluacion del efecto acaricida se emplearon concentraciones de 1, 5, 10 y 20%
respectivamente. Se utilizé6 como control el agua destilada. Se colocaron en una placa de
Petri con papel de filtro impregnado con el producto, menos en el control, 15 4caros en
cada una de ellas. Las lecturas se realizaron a las 4, 8 y 24 horas Se realizaron tres
réplicas. Se determind el porcentaje de acaros muertos, mediante la observacion en el
microscopio-estereoscopio. Se realizé el analisis de varianza para la comparacion de
proporciones. Mediante el uso del Programa COMPARPRO 1.0 (Font et al., 2007). Se
evidencio diferencia significativa entre el porciento de acaros muertos por concentracion,
mostrando los mayores valores de mortalidad al 10 y 20% con 87 y 93% respectivamente.
Se concluye que el biopreparado tiene efecto antiparasitario contra el acaro Varroa
destructor de Apis mellifera.
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Abstract

With the aim of evaluating "in vitro" the essential oil of oregano (Origanum vulgare) in the
control of varroosis. Fresh leaves were collected at random from the plant in the
community of El Nispero belonging to the Jobabo municipality of Las Tunas province. The
essential oil was extracted by means of the hydrodistillation method (with water and
steam) in the (CEQA). The parasites were collected in an apiary in the community of Santa
Isabel, Bayamo from drone combs of the Apis mellifera species. For the evaluation of the
acaricida effect, concentrations of 1, 5, 10 and 20% were used respectively. Distilled water
was used as a control. 15 mites were placed in a Petri dish with filter paper impregnated
with the product, less in the control, 15 mites in each one of them. The readings were
made at 4, 8 and 24 hours. Three replicates were made. The percentage of dead mites
was determined by observation in the microscope-stereoscope. The analysis of variance
was carried out for the comparison of proportions. By using the COMPARPRO 1.0
Program Font et al., 2007. There was a significant difference between the percentage of
dead mites by concentration, showing the highest mortality values at 10 and 20% with 87
and 93% respectively. It is concluded that the biopreparation has an antiparasitic effect
against the Varroa destructor mite of Apis mellifera.

Key words: oil; apis; essential; mellifera; origanus; varroosis

Introduccion

La apicultura es una de las actividades mas nobles y antiguas de la humanidad. En la
historia los pueblos antiguos se dedicaban a su explotacion, cosechando la miel, que es
considerada como uno de los alimentos mas nutritivos que se conocen por su contenido
de vitaminas, sales minerales y azucares de facil digestion. Existen dos especies de
abejas capaces de producir miel en grandes cantidades, las que viven en grandes
colonias como las del género Apis mellifera (Abejas meliferas), o las (Meliponas), Trigona
y Melipona (Caron, 2010).

La apicultura constituye una actividad de gran importancia para el pais, no solo por los
aportes economicos a partir de las producciones de miel de abejas, cera y propoéleos que
son elevados, sino ademas por la accion polinizadora de estos insectos sobre plantas

silvestres y las utilizadas por el hombre con fines alimentarios y ornamentales,
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contribuyendo a la conservacion y mantenimiento de muchos ecosistemas (Verde et al.,
2012).

Sin embargo, los diversos beneficios que nos proveen estos insectos estan amenazados
por factores como el cambio climéatico, uso excesivo de pesticidas en cultivos,
desconocimiento del empleo de buenas practicas ara disminuir la presencia de
enfermedades y plagas que las afectan. Una de las principales plagas determinadas por
la OIE que afectan a la abeja melifera es la Varroa destructor, reportada en todo el mundo
salvo en Australia (Carabajo, 2015).

A patrtir de los afios 60, con el inicio de la revolucion verde, la humanidad se ha visto
sometida a un fuerte incremento de productos agrotéxicos que cotidianamente provocan
altos niveles de contaminacion del medio ambiente y dejan a los pueblos sumidos en una
dependencia absoluta y desmedida de estos insumos, sin que ello contribuya siquiera a
aliviar el hambre y la desnutricién de que hoy son victimas, unido todo esto a la aplicacion
de modelos econdémicos insostenibles.

El control del 4caro en nuestro pais se inicia en el afio 2000, basado en el uso de
productos quimicos como la flumetrina (bayvarol 4%), que genera problemas de
resistencia y residualidad en los productos de las colmenas, esto ha conducido a
problemas de riesgo toxicoldgico para los apicultores, abejas y por lo tanto también para
los consumidores, siendo aplicado solo en época de no cosecha de miel, generalmente
su costo es de millones de dblares (Gomez, Verde, Alvarez, y Torafio, 2004).

A nivel mundial la tendencia de los consumidores es adquirir productos sanos,
completamente naturales. Las exigencias de los clientes en el mercado son, no solo, en
cuanto a tolerancias muy estrictas de residuos en las mieles, sino también, en cuanto al
tipo de explotacion apicola en que se produjeron. Por lo que existe una tendencia global
a la obtencion de productos organicos.

Debido a esto es importante la busqueda de productos naturales para combatir estas
enfermedades. Por lo que el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) constituye,
un candidato para el desarrollo de un nuevo producto para el control de Varroa destructor

de Apis mellifera.

[382]



Segura Cdérdova y otros

El objetivo general del trabajo es evaluar “in vitro” la efectividad del aceite esencial de
(Origanum vulgare) a las concentraciones (1%, 5%,10% y 20%) durante el periodo (4, 8
y 24 horas) en el control de la Varroa destructor de Apis Mellifera.

Poblacién y muestra

Ubicacion experimental

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.

Seleccion del material vegetal para la obtencion del aceite esencial

La seleccion de la especie vegetal se realiz6 tomando como criterio la revision
bibliografica y otros trabajos realizados por la empresa apicola. Y a su presencia en todo
el pais y la factibilidad de su uso como una alternativa en la regulacion poblacional de
Varroa destructor de Apis mellifera. Se recolectaron hojas frescas al azar de plantas de
Orégano presentes en la comunidad de El Nispero perteneciente al municipio Jobabo de
la provincia Las Tunas. Elfollaje recolectado se almaceno en el Laboratorio de Productos
Naturales (LPN) del Centro de Estudios de Quimica Aplicada, en un lugar fresco,
ventilado y de poca iluminacion.

Extraccion del aceite esencial

Extraccidén del aceite esencial de la especie en estudio se realiz6 en el Laboratorio de
Productos Naturales del (CEQA) por el método de hidrodestilacién (con agua y vapor) a
partir del material vegetal molinado. La destilacion se realizé en un equipo tipo Clavenger,
(Duschatzky, Carrascull, Bailacy y Ponzi, 1994), 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 82, 120,
189 y 200 gramos de material vegetal respectivamente, pesados en una balanza. Técnica
BS 2202S SARTORIUS fabricada en Alemania.
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El aceite esencial obtenido en cada extraccion fue secado con Na2SO4 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 1, 5,10 y 20
% respectivamente, con agua destilada como excipiente de base; hasta obtener la mezcla
con la homogeneidad deseada, empleandose 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 (50mL), para evitar la aceleracion de la cinética de
degradacion por fotolisis. Todas las muestras fueron etiquetadas e identificadas.
Ubicacion experimental del desarrollo del estudio

Serealizo en el periodo de octubre del ano 2018 hasta enero del 2019. Los acaros fueron
colectados, identificados y clasificados en un apiario ubicado en la comunidad de Santa
Isabel, municipio Bayamo en la provincia de Granma, a partir de panales zanganeros de
la especie Apis mellifera sometida a sistema de explotacion intensivo en cajas Langstroth
cuya infestacion ocurrié de forma natural.

Disefio experimental

Se emplearon cuatro concentraciones del biopreparado (1%, 5%, 10% y 20%) mas un
control.

Formulacion de las dosis

Concentracion 1--------------- 1%--Se afiadid en un tubo de ensayo 0.01ml del aceite

esencial y 0.99mL de agua destilada.

Concentracion 2--------------- 5%-- Se anadioé 0.05mL del aceite esencial y 0.95mL del agua
destilada.
Concentracion 3--------------- 10 % Se afadio 0.10mL del aceite esencial y se le afiadio una

cantidad 0.90mL de agua destilada.
Concentracion 4--------------- 20% --al cuarto se formul6é con 0.20mL de los aceites y se le
afnadié una cantidad 0.80mL de agua destilada.

Control (5) ---------=-=-=-=-m-m--- agua destilada.
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Cada concentracién constituyé un tratamiento y se realizaron tres réplicas en cada caso.
En una placa de Petri con papel de filtro impregnado del biopreparado con el aceite
esencial, segun técnica de (Lindberg, Melaenophalus y Winston, 2000), menos en el
control, colocandose 15 acaros en cada una de ellas. Las lecturas se realizaron a las 4,
8y 24 horas, para determinar el porcentaje de &caros muertos, variable medida, mediante
el uso del microscopio-estereoscopio.

Procedimiento estadistico para el estudio “in vitro”

En el analisis estadistico se compar6é el nUmero de acaros muertos por tratamiento, segun
el tiempo de observacion para cada concentracion y entre tratamiento en cada momento
de observacién a través de andlisis de comparacion multiple de proporciones. Se empled
un analisis de varianza (p<0.05) para determinar los tratamientos empleados. Se utilizo
la prueba de rangos multiples para la comparacion multiple de las medias. Se utilizé el
paquete "Statistica For Windows" versién 10, 2011, ademas la aplicacion informatica
Excel para el céalculo estadistico y COMPARPRO 1.0, confeccionada por (Font et al.,
2007).

Analisis de los resultados

En el podemos apreciar la relacion entre la masa vegetal y el porcentaje de aceite
esencial obtenido a partir de estas destilaciones. (Tabla 1)

El analisis estadistico de los rendimientos, no mostro diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (p<0.05), lo que sugiere que la extraccion de aceite esencial a
partir del follaje fresco de las especies en estudio, empleando el método de destilacién
con agua Yy vapor, puede considerarse estable; y ademas el rendimiento no depende de
la cantidad de follaje empleado para la extraccion. El rendimiento promedio de aceite
esencial fue de 0.87 £ 0.92 %, valor por encima al reportado por (Pinto, 2002), para las

especies en estudio y otras afines con ella, el cual oscila entre 0.1y 0.5 %.

Tabla 1.
Rendimiento porcentual de la extraccion del aceite esencial a partir del follaje fresco de la especie, Origanum vulgare.
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Masa _de Masa de AE Rendimiento
No. material @) (%)
vegetal (g) J i
1 200.19 1,74 Legy
5 189.22 1,68 0.89
3 120.01 1,10 092
4 082.54 0,74 0.90

Valores con letras iguales no presentan diferencia significativa (p<0.05) segun prueba de rangos multiples.

Por otra parte, Salamanca y Sanchez (2009) refiere que el tiempo de extraccidn para esta
especie, oscila entre dos y cuatro horas. En las extracciones preliminares realizadas para
la presente investigacion, se observé que, a partir de las dos primeras horas, se obtenia
aproximadamente el 90 % del aceite esencial y a partir de las tres horas, su contenido en
el destilado permanece practicamente constante.

De igual manera, la diferencia observada en el rendimiento de aceite esencial respecto a
los valores reportados, pudo estar asociada también a la hibridizacién de la especie en
la zona de recoleccion.

El aceite esencial en todas las extracciones realizadas tuvo color amarillo muy tenue,
claro y transparente, olor penetrante caracteristico de alfa-pineno y la textura
caracteristica de los aceites volatiles de las plantas.

En nuestra investigacion podemos corroborar lo planteado por Salamanca y Sanchez
(2009) los cuales refieren que la apariencia de este aceite esencial clara y transparente,
generalmente es un indicio de la buena calidad de los aceites esenciales, dado a que su
oxidacion natural genera una coloracion amarilla negruzca con olor desagradable.

Al evaluar la efectividad de las diferentes concentraciones de los biopreparados sobre los
acaros (Tabla 2), se observé que las concentraciones 10% y 20% muestran resultados
similares, los cuales difieren significativamente del resto de las concentraciones y el
control sin tratamiento. Estas concentraciones logran porcentajes de muertos del 87 y

93% respectivamente.
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Tabla 2.

Porcentaje de acaros muertos con el empleo de diferentes concentraciones del biopreparado

Tratamientos Porcentaje de &caros .
EE sig
muertos
1% 53%¢
5% 67%° e
10% 87%" 8.9
20% 93%?
Control 0%*

Valores con letras diferentes presentan diferencia significativa (p<0.05) segun prueba de Duncan

Ruiz, Flores, Ruz, Puerta y Campano (1998), al comparar algunas de las numerosas
plantas medicinales que segun la bibliografia, tienen efectos acaricidas, como la
Knautiaarvensis (escabiosa), Tanacetum vulgare (tanaceto), Ruta graveolens (ruda) y
Urtica dioica (ortiga) tanto en tintura alcohdlica como en aceite esencial; fue favorecido el
aceite esencial, quien debido a su mas lenta evaporaciébn es mas conveniente su
aplicacién, ya que prolonga su poder acaricida en el tiempo, el cual tuvo mayor eficacia
gue la planta de ruda, lo que coincide con los resultados de nuestra investigacion donde
se corroboro que el aceite esencial de orégano posee un alto valor acaricida.

Por otra parte, Melathopoulos et al. (1999), estudiaron la efectividad del Azadirachta
indica A. Juss (Nim), aceite que tiene una aplicacion similar a la vaselina, es un arbol
tropical, del cual se obtiene el aceite de sus semillas y constituye un control efectivo en
el control de la Varroa. Sus resultados demostraron que el Nim es un adecuado acaricida,
no tan efectivo como los acaricidas quimicos. Al comparar los resultados obtenidos de la
efectividad del aceite esencial de Nim frente a la Varroa se observé una efectividad de
un 50 a 90%, resultados inferiores a los obtenidos en nuestro trabajo que fue de 53 a
93%.
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Nuestros resultados, guardan similitud con los obtenidos por Flores, Ruiz y Cunha (2001),
en ltalia con el empleo del timol, el cual corroboro 81,2% de efecto acaricida. Sin
embargo, en nuestro trabajo la efectividad oscilé entre 53 y 93%, al utilizar
concentraciones de 1%, 5%, 10% y 20%, obteniendo el mejor resultado al 5%, donde se
observd 0 mortalidad de abejas y 67% en la Varroa.

Asi mismo Rodriguez (2001), obtuvo resultados similares a los nuestros al aplicar el
aceite esencial de Piperaduncum (Platanillo de Cuba), demostrando que posee un efecto
acaricida promisorio y selectivo frente a Varroa destructor, debido a que los componentes
guimicos mayoritarios de este aceite son el canfeno, alcanfor, piperitona y viridiflorol.
Constituyendo un candidato promisorio para el desarrollo de un acaricida botanico, el cual
podria ser utilizado en un futuro en el contexto de un manejo integrado de la varroosis.
Por otra parte, May, Medina y Marrufo (2007), reportaron que al aplicar en dos charolas
un gel de timol al 25%, con quince dias de diferencia (1 y 15) y en cuatro charolas
conteniendo un gel de timol al 25%, se obtuvieron resultados favorables para ya que se
logré una eficacia del 97-94% en la eliminacion de los acaros presentes en las abejas
adultas y las crias. Se coincide con los resultados obtenidos en nuestra investigacion en
las tres réplicas realizadas, donde se observé mortalidad de 87 y 93%, de los &caros para
las dosis de 10 y 20% respectivamente.

Segun otros investigadores Eguaras y Ruffinengo, (2008), en la zona de San Luis
provincia de Argentina se corroboré que los cordones impregnados en vaselina con los
aceites esenciales de plantas constituyen un vehiculizante bastante accesible, que
provoca buena reaccion y se puede combinar con el uso de tabletas de espuma de
poliestireno (oasis).

En nuestro trabajo se obtuvo una efectividad de un 53% a 93%, en 24 horas después de
aplicado el tratamiento “in vitro” en el laboratorio. Sin embrago Ruffinengo et al., (2007)
reportd, al evaluar en condiciones de laboratorio dos ensayos diferentes, el efecto
acaricida de los aceites esenciales de Tagetes minuta, Heterotheca latifolia y Eucaliptus
sp, contra Varroa destructor y su toxicidad sobre Apis mellifera, con una efectividad que
vario entre 63% y 84% resultados inferiores en condiciones similares.

Asi mismo Aguirre, Demedio y Roque (2007), refieren que el acido oxalico resulto ser una

opcion factible de control del &caro Varroa en las condiciones de Baja California (México),
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reportando una eficacia que oscilé entre 82,81% y 90,58% respectivamente, resultados
similares a los obtenidos en esta investigacion.

De igual manera Espinosa y Guzméan (2007), evaluaron la eficacia de dos acaricidas
naturales (acido formico y timol), para el control del acaro Varroa destructor en colonias
de (Apis mellifera), obteniendo mayor eficacia a 12.5 g de timol (92.1%), mientras que
con el acido férmico mostro 66.4%. Ambos acaricidas obtuvieron una mortalidad
significativa de paréasitos (P < 0.0001), pero su efecto disminuyé después de la primera
réplica, estos resultados difieren de los obtenidos en nuestra investigacion.

Por su parte Ledn (2004), relacion6 que el uso de aceites naturales derivados de plantas,
contra los acaros esta bien fundamentado, los mismos destruyen la cria de la Varroa y
alcanzan una alta mortalidad en adultos. En pruebas preliminares varias colonias
infestadas fueron expuestas durante seis semanas (después del flujo de miel) a una de
tres diferentes mezclas que contenian: timol (74- 79%), aceite de eucalipto (16-17%) y
mentol y/o camphor (3,7- 4%). Entre un 74% y un 92% de los parasitos murieron; en
cambio la mortalidad en controles no tratados fue de un 10%.

En la Figura 1, se observa la comparacion entre las diferentes réplicas por tratamiento
variaciones de efectividad por diferentes concentraciones, donde se muestra que, a la
concentracion de 1, 5y 10 % tuvieron el mejor resultado alas 24 hy la de 20% a las 8 y

24 h, siendo esta la que mayor efecto tubo sobre la muerte en acaros.
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Figura 1. Efectividad de las diferentes concentraciones durante (4, 8 y 24 h)
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Estudios realizados por otros investigadores Eguaras y Ruffinengo, (2008) reportaron
valores similares a los obtenidos en nuestra investigacion, al evaluar el efecto acaricida
del timol administrado en dos formas; una aplicacion Unica de 25g y otra de dos
aplicaciones de 12,59 cada una, separadas por 12 dias, obteniendo una mortalidad entre
91% Yy 94% respectivamente sin afectar las abejas adultas y las crias.

Conclusiones

1. Se observé mayor efectividad del aceite esencial de (Origanum vulgare) a la

concentracion de 20% durante el periodo de 24 horas, en el control de la Varroa
destructor de Apis Mellifera “in vitro”.
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