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1. RESUMEN

“E\’IALUACI()N DE TRES PRODUCTOS NATURALES PARA EL CONTROL ALTERNATIVO
DEL ACARO VARROA (VARROA DESTRUCTOR ANDERSON & TRUMAN) EN COLMENAS DE
ABEJAS (APIS MELLIFERA L.) USANDO GEL COMO SUSTRATO PORTADOR”

“EVALUATION OF THREE NATURAL PRODUCTS FOR ALTERNATIVE CONTROL OF THE
VARROA MITE (VARROA DESTRUCTOR ANDERSON & TRUMAN) IN BEEHIVES OF BEES
(APIS MELLIFERA L.) USING GEL AS CARRYING SUBSTRATUM”

En el presente trabajo se evalud el control alternativo del acaro Varroa destructor utilizando
aceites esenciales de Eucalipto (Eucalyptus camaldulensis Dehnh) y Clavo (Eugenia caryophyllata
Thunb), y extracto comercial de Nim (Azadirachta indica A. Juss) aplicados a través de un
sustrato de gel directamente en las colmenas de abejas meliferas; estando entre los objetivos del
estudio determinar el efecto tdéxico o repelente que cada uno de los tratamientos utilizados
presenta sobre Varroa, y también evaluar la eficacia de dichos tratamientos. Para ello se
realizaron pruebas con disefios experimentales completamente al azar con un nivel de
confiabilidad del 95%. El experimento se desarrollé en el apiario de la finca Sabana Grande, aldea
El Rodeo, departamento de Escuintla, entre los meses de julio y octubre del afio 2008, en

colmenas tipo Langstroth.

Primeramente se realizd una prueba para conocer si estos tratamientos podian ser
evaluados sin presentar riesgo alguno para las abejas, al comprobar que los productos evaluados
no ponian en riesgo la vida de las abejas, se procedié a evaluar la efectividad de los tratamientos
en el control del acaro Varroa en las colmenas, para ello se utilizd un diseio experimental
completamente al azar, con 7 tratamientos y 4 repeticiones, habiéndose tomado como variable de
respuesta el numero de celdas infestadas. Los tratamientos evaluados fueron: gel con 5% de
aceite esencial de Eucalipto, gel con 15% de extracto comercial de Nim, gel con 25% de aceite
esencial de Clavo, gel sin principio activo (sin aceite esencial o extracto) testigo absoluto (sin gel),
acido oxalico y Bayvarol® (flumetrina). En esta prueba se determiné que no existio diferencia
significativa en cuanto al control de la poblacion del acaro Varroa entre los tratamientos quimicos

tradicionales que son el Bayvarol® (flumetrina) y el acido oxalico, y dos de los tratamientos



alternativos evaluados, los cuales fueron el aceite esencial de Eucalipto y el extracto de Nim
aplicados en un sustrato de gel. Por otro lado, el aceite esencial de Clavo, no resultoé ser efectivo
en el control de Varroa, ya que no llega a disminuir su poblacion, sin embargo si retardd el

desarrollo de las poblaciones de dicho acaro.

Se determind que el aceite esencial de Eucalipto y el extracto de Nim ejercen un efecto
toxico directo sobre Varroa ya que el primero causo la mortalidad del 100% de las varroas usadas
durante la prueba, y el segundo causé la muerte del 70%. El aceite esencial de Clavo, no resulto
ser toxico para Varroa. También se determind que el aceite esencial de Eucalipto y el extracto
de Nim tuvieron efectos repelentes; el aceite esencial de Eucalipto presenté el mayor efecto,
seguido del extracto de Nim, y por ultimo el aceite esencial de Clavo que presentd un leve grado
de repelencia, lo que puede ser la causa del retardo en el desarrollo de las poblaciones de

Varroa, lo cual fue detectado en la prueba de control de Varroa en colmenas.

Finalmente al haberse comprobado la viabilidad de utilizar aceite esencial de Eucalipto y
extracto de Nim aplicados a través de un sustrato de gel, en el interior de colmenas de abejas para
controlar las poblaciones de Varroa, se recomienda realizar estudios encaminados a determinar el
tiempo Optimo necesario entre aplicaciones de tratamientos; a la vez que se recomienda evaluar

el potencial de otros aceites esenciales para el control de V. destructor.



2. INTRODUCCION

Etimologicamente la palabra apicultura proviene del latin “apis” que significa abeja, y
“cultura” que significa cultivo, es decir, que apicultura es la actividad econémica que se dedica a
la cria de las abejas. De la apicultura se obtienen dos tipos de beneficios: los beneficios directos
provenientes de la venta de los productos apicolas (miel, polen, propdleos y cera); y los
beneficios indirectos derivados de la accion polinizadora que las abejas realizan en los cultivos
(11).

La varroasis es una enfermedad causada por un acaro parasito que afecta a las abejas en
todos sus estados de desarrollo alimentandose de su hemolinfa; actualmente representa un grave
problema en la apicultura mundial, en la que provoca masivas pérdidas, ya sea por mermas en los

rendimientos individuales, o por mortalidad de colmenas (8).

El acaro V. destructor Anderson & Truman, se considera como la plaga mas importante de
la abeja comun (Apis mellifera L.) en el mundo (8). Hasta el afio 2007, el control de Varroa se
basaba principalmente en métodos quimicos, siendo los mas efectivos en el control del acaro, los
piretroides sintéticos: fluvalinato (nombre comercial Apistan®) y flumetrina (nombre comercial
Bayvarol®); pero el uso de estos productos present6 un historial de aparicion de resistencia en los
acaros y el creciente rechazo a la miel con residuos de estos plaguicidas en el mercado
internacional, por ello los fabricantes de Bayvarol® (Bayer®) y Apistan® (Wellmark®) si bien no han
cesado completamente su produccion, han centrado su investigacion en el desarrollo de
productos a base de aceites esenciales como es el caso del producto comercial Apiguard®, que
tiene como principio activo el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris L.) y es fabricado por
Novartis® (17).

Los productos botanicos para el manejo de plagas tienen gran importancia en la actualidad;
asi, del arbol de Nim (Azadirachta indica A. Juss) (Meliaceae) se extraen diversos compuestos
secundarios; la azadiractina es el de mayor importancia, pues actia como repelente,

antialimentario y retarda el crecimiento de los insectos (8).



Otros productos presentes en plantas y que se han utilizado para el control de la varroasis
son el eucaliptol, extraido del arbol de Eucalipto (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.) (22) y el
timol, presente en las plantas de tomillo (25).

La presente investigacién, tuvo como objetivo, evaluar el potencial de los aceites esenciales
de Eucalipto y Clavo, y extracto comercial de Nim, utilizando gel como sustrato que permita la

lenta liberacion de los principios activos para el control del acaro Varroa.

3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Como ya se menciond, el acaro V. destructor es el principal problema en la apicultura a
nivel mundial; segun estudios realizados en otros paises, el grado de dafo causado por la
varroasis, depende del grado de infestacién de las colonias afectadas; el efecto negativo sobre la
productividad, comienza cuando la poblacion de &caros alcanza 10% de la poblacion de las
abejas adultas en una colonia; en este sentido, cuando la infestacion llega a ser del 30% a 40%,

normalmente termina con la colonia (6).

La situacion de la apicultura en relaciéon a Varroa, es compleja pues abarca una serie de
elementos que son interdependientes, dando como resultado final una merma considerable en la
produccion, resistencia de Varroa a los tratamientos utilizados para su control y la residualidad
ocasionada por el mal manejo de dichos tratamientos, lo que da como resultado el rechazo de la

miel para los mercados internacionales.

El principal problema a resolver consiste en desarrollar tratamientos que puedan ser
utilizados para el control de la varroasis, sin dejar residuos en la miel y que tengan bajo costo; esto
junto con un adecuado programa de rotacion de tratamientos para combatir la aparicion de

resistencia, es la clave para la resolucion del problema ocasionado por el acaro Varroa.

En Guatemala, es escasa la informacion existente acerca del problema de la varroasis y
casi la totalidad de esta, proviene de experiencias de investigadores en el extranjero; experiencias
que como es de suponer, han sido desarrolladas en condiciones diferentes a las existentes en el

pais, tanto en el aspecto climatico, cuya influencia es decisiva en el desarrollo de la parasitosis;



como en el aspecto socioeconémico, pues los procedimientos, materiales, e instrumental utilizado,
estan fuera del alcance de los apicultores de Guatemala, que en su mayoria, practican la
apicultura como una actividad extra, que provee ingresos adicionales para el mantenimiento de la

economia familiar (10).

Segun el Censo Nacional Agropecuario del 2003 (10), el total nacional de fincas que
reportaron tener colmenas fue de 4,608 con un total de 56,491 colmenas de A. mellifera., y 3,548
colmenas de abejas meliponas, con una produccion total de miel de 807,909 litros, 4,700
kilogramos de polen y 18,800 kilogramos de cera. Los departamentos que presentan las mayores
cantidades de produccion de miel con respecto al total nacional son San Marcos con el 18.5%;
Retalhuleu con 14.5%; Suchitepéquez con 11.9% y Huehuetenango con 10.1%; Los otros
departamentos presentan porcentajes que van desde 0.1% en lzabal hasta 7.9% en Santa Rosa
(10). Dadas las anteriores cifras, la apicultura es una actividad econémica de mucha importancia,
ya que mediante la venta de la miel, y los demas derivados de la colmena, a saber, cera, polen,
propdleos y jalea real, muchas familias campesinas y empresas agricolas obtienen ingresos;
mismos que se ven amenazados por la varroasis, enfermedad que puede causar la disminucion
de la produccién de miel en un 65% (2). Los principales mercados para la exportacion de miel son
Inglaterra, Alemania, Honduras, Nicaragua, Bélgica, El Salvador, Holanda, Australia y Beirut, con
un volumen total de exportaciones de 437,141 kilogramos de miel procesada, con un valor de
694,873 ddlares de los Estados Unidos, en el mes de mayo del 2006 (7).

Dada la importancia de la apicultura en Guatemala y el peligro que representa Varroa,
algunos apicultores ponen en practica métodos para el control de la enfermedad; principalmente
se utilizan los productos comerciales Bayvarol® y Apistan®, cuyos ingredientes activos presentan
el peligro de contaminacion de la miel, ya que cuando esta es destinada a la exportacién, es
rechazada si se encuentran trazas de estos productos en la misma, confinando la produccién, ala
venta en el mercado local. Otro problema de mucha importancia, derivado del uso de estos
productos comerciales, es que debido al mal uso que se hace de ellos, ya se ha reportado en
otros paises, que V. destructor, ha desarrollado resistencia a los ingredientes activos fluvalinato y

flumetrina; lo que pone en serio peligro el futuro de la apicultura mundial (32).



4. MARCO TEORICO

4.1 MARCO CONCEPTUAL

4.1.1 Varroasis

Se llama asi a la enfermedad producida por la infestacién de las colmenas de abejas
meliferas por el acaro V. destructor, esta plaga se inicid en Filipinas y se ha expandido
ampliamente por el mundo, constituyéndose en la mayor amenaza para la rentabilidad de las

explotaciones apicolas (35).

Varroa es un ectoparasito forético obligado, de la especies de abejas Apis mellifera y Apis
cerana reproduciéndose en sus estados larvales y pupales (cria abierta y operculada). También
afecta a la abeja en estado adulto viviendo en estado forético. El acaro absorbe la hemolinfa del
insecto disminuyendo su masa corporal. En estado larval es mas critico debido a que los adultos
nacen con menos del 30 % de peso de un adulto no parasitado. Estos acaros tienen ocho patas
en estado adulto que terminan en ventosas, mientras en estado larval poseen seis patas. Las
hembras son las que parasitan a las abejas, y son de un color castafio rojizo claro, a rojizo
oscuro. Los machos son de color blanquecino amarillento, tienen menor consistencia y son mucho

mas pequenos que las hembras (dimorfismo sexual) (35).

El cuerpo de la hembra Varroa adulta esta adaptado al parasitismo y a la foresia, tiene una
forma elipsoidal, es deprimido dorso ventralmente. La hembra mide alrededor de 1.1 milimetros de
largo y 1.6 milimetros de ancho. El macho no esta adaptado al parasitismo, ya que su cuerpo es
casi esférico; y tiene un largo aproximado de 0.75 a 0.90 milimetros y un ancho de 0.70 a 0.90

milimetros en su parte posterior (35).

El género Varroa parasita dos especies de abejas: Apis cerana y Apis mellifera. Sobre A.
cerana el acaro Varroa jacobsoni Oudemans, no causa dafios graves, fundamentalmente debido
a que solo se reproduce en celdas de cria de zangano y a un comportamiento de defensa que
poseen las abejas obreras consistente en removerse los acaros unas a otras. Por el contrario, la
interaccion entre V. destructor y A. mellifera, no se encuentra en equilibrio, en esta especie el

acaro tiene la capacidad de reproducirse tanto en celdas de zangano como de obreras (1). El


http://es.wikipedia.org/wiki/Dimorfismo_sexual

acaro puede destruir las colmenas, lo que ocurre generalmente durante la estacion lluviosa. En la

actualidad no existen en el mundo, zonas libres de V. destructor (35).

El Acuerdo Ministerial 495-2006, del Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion de
la Republica de Guatemala, con fecha del 11 de septiembre del 2006, establece la varroasis como
una enfermedad de declaracion obligatoria, quedando todos los profesionales y personas
particulares relacionadas, obligados a reportar la presencia de Varroa en los apiarios, a las
dependencias del Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacién; quedando legalmente
reconocido el riesgo que Varroa representa para el patrimonio econdmico y pecuario del pais.
(14). Segun el informe semestral para la notificacién de la ausencia o presencia de enfermedades
de la lista de la OIE, del mismo ministerio, se calcula que del total de apiarios del pais

aproximadamente el 27% reportaban la presencia de Varroa inicios del afio 2007 (15).

4.1.2 Taxonomia del acaro V. destructor

* Phylum: Arthropoda,

* Subphylum: Chelicerata,
» Clase: Arachnida,

» Subclase: Acarida,

* Orden: Gamasida,

« Familia: Varroidae

» Género: Varroa

» Especie: V. destructor Anderson & Truman (35).



4.1.3 Ciclo biolégico

La hembra pone sus huevos en las celdas de zanganos y obreras, ingresando a las mismas
horas antes del operculado. La invasion de las celdas de cria por parte del Varroa tiene lugar de
15 a 20 horas antes de que las celdas de cria de obreras sean selladas y de 40 a 50 horas antes
que las celdas de cria de zanganos sean selladas (21). Este momento es crucial, porque apenas
entra la hembra fundadora se situa en el fondo de la celda con el propdsito de no ser eliminada
por las abejas obreras limpiadoras. Al parecer el acaro se guia por ésteres de acidos grasos que
las larvas de abejas emiten con el fin de provocar la operculacidn, que son atractivos para Varroa
(35).

La hembra prefiere la celda de zangano, en virtud del mayor periodo de metamorfosis que
tiene el macho (24 dias). Pudiendo criar de 5 a 7 acaros en una celda de zangano y de 3 a 6 en
una de obrera. La fecundacion de la Varroa hembra se produce en el interior de la celda, una vez
operculada. El primer huevo depositado en la secuencia originara un macho, mientras que los
subsiguientes daran origen a hembras, poniendo un huevo cada 30 horas aproximadamente. Las
hembras se desarrollan mas rapido, por lo que la primera hembra de la progenie, madura casi al
mismo tiempo que el macho. Cuando la celda es infestada con una sola hembra de Varroa
fundadora, el apareamiento s6lo puede ocurrir entre el macho y sus hermanas, y es entonces
consanguineo. El macho se aparea con la primera hembra tan pronto como llega a la fase adulta;
el apareamiento puede ser repetido hasta 9 veces. Cuando la segunda hija llega a ser madura, el
macho abandona la primera hija, para aparearse con ella. Si una tercera hija llega a ser adulta, se

repite el mismo comportamiento (35).

Al contrario de lo que se creia hasta hace poco, una hembra Varroa puede ser fecundada
unicamente en la celda donde nace; luego, una parte de su aparato genital se destruye, lo que
impide todo apareamiento. En las celdas donde el macho muere antes del apareamiento, las
hembras quedaran estériles e infecundas para siempre; esto puede ocurrir en 10% a 46% de las
celdas (35).


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%83%EF%86%81cido_graso
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%83%E2%80%B0ster

Cuando la obrera o zangano han completado su desarrollo, emergen de la celda de cria
conjuntamente con las hembras de Varroa que pueden recomenzar el ciclo. Los machos y los

estados inmaduros que no han completado su desarrollo permanecen en la celda y mueren (1).

La trofalaxia y el estrecho contacto entre las abejas permiten a los acaros transferirse
rapidamente a nuevos hospederos. Las hembras permanecen por un periodo de tiempo sobre las
abejas adultas e invaden las celdas de cria para recomenzar la reproduccion. Algunas hembras se

localizan en foresia sobre abejas forrajeras y se dispersan a otras colmenas (1).

En la regulacion del ritmo de crecimiento de una poblacion de Varroa dentro de la colmena
intervienen varios factores; en primer lugar se debe destacar el tipo de celda invadida por el acaro.
A diferencia de lo observado sobre Apis cerana, el parasito es capaz de reproducirse tanto en
celdas de zanganos como de obreras. Presentan una preferencia en promedio 5 veces mayor por
las celdas de machos respondiendo estos comportamientos a determinados controles hormonales.
De todas maneras, la fraccién de la poblacién del acaro que se aporta por esta via es siempre
inferior a la que representa el aporte de las celdas de obrera, dada la escasa presencia de cria de

zanganos durante gran parte del afno (1).

El éxito reproductivo del acaro depende en gran medida de la proporcion de hembras no
reproductoras, el numero de huevos depositados y la cantidad de esos huevos que alcanzan el

estado adulto (1).

El periodo de desarrollo de Varroa, varia en funcion de la temperatura ambiental, en
promedio el periodo para un huevo macho, es de 5 a 7 dias y para un huevo hembra 7 a 9 dias.
Se alimenta de hemolinfa a expensas de la pupa, y se admite que una vez realizada su puesta,

mueren (35). La figura 1, compara los ciclos de vida de la abeja melifera y del acaro Varroa.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ninfa
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Figura 1: Comparacion del ciclo de vida de la abeja melifera y del acaro Varroa.
Fuente: Vandame (31).

4.1.4 Foresia

El vocablo “foresia”, deriva del griego “fores”, cuya traduccion al castellano es “agarrar”. El
ciclo de vida de Varroa presenta una fase forética y una fase reproductiva. La fase forética sélo es
llevada a cabo por las hembras adultas, que se localizan sobre las obreras y zanganos para
colonizar nuevas colmenas. Una particularidad en esta etapa es que durante su viaje forético la
hembra de Varroa puede alimentarse de la hemolinfa de la abeja y vivir por varios meses. El
tiempo en que el acaro permanece en foresia sobre la abeja depende de numerosas variables,
dentro de las cuales la presencia de cria y el clima presentan fundamental importancia. La fase
reproductiva puede ocurrir solamente durante el periodo en que existe cria de abejas en las

colmenas (1).

4.1.5 Caracteristicas morfologicas de Varroa

El desarrollo ontogenético de V. destructor comprende un estado larval de tres pares de
patas, dos estados ninfales de cuatro pares de patas (protoninfa y deutoninfa) y el estado adulto,

presenta dimorfismo sexual (Figura 2) (1).
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A) Macho adulto

Es translucido, periforme con un largo aproximado entre 0.75 y 0.90 milimetros y un ancho
de 0.70 a 0.90 milimetros en su parte posterior. Es muy poco esclerotizado con excepcién de sus
patas que resultan mas oscuras. Se localiza solamente en el interior de las celdas de cria, no se
alimenta y solo vive unos pocos dias. Sus cheliceros no tienen forma de cuchillo como en las
hembras, sino que son en forma de tubo y estan adaptados para transferir los espermatozoides

dentro de las hembras (1).

B) Hembra adulta

Son mas grandes que los machos. La forma del cuerpo es elipsoidal y de coloracion
marron-rojizo (Figura 3). Los juveniles tienen una coloracién menos acentuada. Su cuerpo es mas
ancho que largo, con 1.1 milimetros de largo y 1.6 milimetros de ancho aproximadamente. La
superficie dorsal esta muy bien esclerotizada y densamente cubierta de pelos de longitud uniforme
(Figura 4). Los margenes laterales presentan pelos de mayor tamafio y en forma de espinas. Los
cheliceros tienen forma de cuchillo y conforman una estructura particularmente adaptada para
lacerar la cuticula de las abejas. Las patas terminan en ambulacros bien desarrollados,
membranosos, con fuertes escleritos basales y sin ufias, perfectamente adaptados para adherirse

a las abejas (1).



Palpas

Apparato bucal
Tritosternum
Apeartura genital
Coxa

Crificio respiratario

Figura 2: Morfologia externa del acaro Varroa y su dimorfismo sexual.
Fuente: Vandame (31).
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Figura 3: Acaro Varroa hembra.
Fuente: www.wikimedia.org (35).

Figura 4: Microfotografia de un acaro Varroa hembra.
Fuente: www.wikimedia.org (35).
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4.1.6 Epizootiologia

La fuente de infestacion esta dada por la abeja adulta, especialmente. La abeja adulta
pecoreadora, con un parasito que por deriva entra a otra colmena, o bien zanganos que en busca
de reinas virgenes inspeccionan todas las colmenas, produciéndose el contagio por contacto en
este caso. El parasito en estado forético sobre su huésped vive dos a tres meses en verano, y de

cuatro a seis meses en invierno (35).

4.1.7 Sintomatologia

Durante la estacién lluviosa las colmenas parasitadas en un 40% perecen, en virtud que
las abejas deben permanecer en la colmena, y debido a la parasitosis las provisiones de miel y
polen son escasas, esto se agrava, ya que al permanecer las abejas en estrecho contacto, la

infestacion de Varroa se hace aun mayor (35).

Las larvas parasitadas mueren e ingresan en un proceso de putrefaccion desprendiendo
olor. Las abejas limpiadoras retiran estas larvas muertas royendo los opérculos para limpiar las
celdas. Esta remocién es rapida por ello el opérculo roido no tiene la forma uniforme que presenta
cuando la abeja ha nacido. Se puede interpretar que arrancan parte de ellos quedando un borde

aserrado (35).

El primer sintoma lo constituye la aparicion de abejas con alas deformes, que no pueden
volar, de tamaino reducido, tanto en el interior como en el exterior de la colmena. El abdomen y

tamano general de estas abejas se halla reducido hasta en un tercio (35).

La falta de vitalidad, muerte prematura y debilitamiento de la colmena son caracteristicas
tipicas de la enfermedad. La colmena desaparece lentamente, hasta no quedar abejas en ella
(35).


http://es.wikipedia.org/wiki/Hu%C3%83%C2%A9sped
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4.1.8 Danos producidos sobre las abejas meliferas

La accion patogena sobre la cria de la abeja se traduce en una pérdida de peso y una
disminucién de proteina total. Cuando la cria es parasitada por mas de ocho acaros, las pupas
mueren y no terminan su transformacion en abejas adultas, presentandose entonces signos muy
parecidos a la enfermedad denominada “loque americana”. V. destructor ocasiona sobre sus
hospederos diversos tipos de alteraciones que pueden agruparse en dos categorias: de accion

directa o indirecta (1).

A) Accidn directa

Cuando la prevalencia del acaro en la colmena es alta, las abejas parasitadas al emerger
de las celdas de cria presentan diversos tipos de malformaciones; las mas comunes se presentan
en las alas, patas (donde generalmente disminuyen el numero de artejos) y abdomen (Figura 5).
Otro de los efectos perjudiciales ocasionados por el parasito es una disminucion en la vida media

de los hospederos (1).

Figura 5: Deformaciones causadas por Varroa a las abejas meliferas; a la izquierda una
abeja normal, a la derecha una abeja parasitada durante su desarrollo.

Fuente: Red latinoamericana de apicultura (1).


http://es.wikipedia.org/wiki/Loque_americana
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B) Accidn indirecta

Las alteraciones que V. destructor puede ocasionar en forma indirecta estan ligadas
fundamentalmente a la accién inoculativa de diversos tipos de microorganismos. Se ha
comprobado que el acaro es capaz de inocular bacterias y diversos tipos de virus. Existen
evidencias de que Varroa crea dentro de una colmena las condiciones ideales para el desarrollo
del hongo patdgeno causante de la enfermedad conocida como “cria yesificada”, producida por
Ascosphaera apis. Mas recientemente, se ha observado que el acaro es capaz de transportar

sobre su cuticula esporas de Paenibacillus larvae, agente causal de la “loque americana” (1).

Los signos clinicos pueden presentarse como una disminucidn en la produccion de la
colmena, muchas veces inadvertida por el productor, o bien en los casos de infecciones severas
puede acarrear a la muerte de la colonia. La parasitosis disminuye la longevidad de obreras y
reinas, afectando su postura; los zanganos reducen y hasta pierden su capacidad reproductiva.
Las pupas muertas pueden alcanzar diferentes grados de putrefaccion, desprendiendo un olor

nauseabundo (1).

La presencia del parasito provoca en las abejas una actividad mas intensa, ya que las

mismas tratan de desprenderse de los acaros (1).

4.1.9 Consecuencias primarias de la parasitosis

* Notable merma en la produccion individual de colmenas

* Muerte de colonias

* Importantes pérdidas a nivel nacional e internacional

» Peligro de contaminacién de miel con residuos de productos quimicos

» Posible aparicion de resistencia al fluvalinato, ya presente en otros paises como lItalia y
México.

 Transmisién de otros agentes patdogenos en los que Varroa representa un huésped

intermediario (1).
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4.1.10 Diagnéstico

Se basa en contar visualmente el numero de acaros segun los siguientes métodos:

A) Conteo de acaros muertos que caen al fondo de la colmena.

Se coloca una hoja impregnada con sustancia adherente (grasa animal) en la base de la
colmena. La hoja se deja 24 horas. Si el numero de acaros es mayor de 10, el nivel de infestaciéon

se considera alto (35).

B) Conteo de acaros que parasitan abejas adultas

El diagnostico se hace recolectando abejas en un frasco de vidrio que contiene agua y
detergente o alcohol etilico. Al agitar fuertemente la Varroa se desprende, y volcando el liquido
sobre un pafo blanco o sobre un colador doble se cuentan las abejas y los acaros desprendidos.
Se recomienda el tratamiento cuando la infecciéon de abejas con Varroa supera el 3 %, calculado

segun este método (35).

C) Conteo de acaros en celdas de cria operculadas

Se abren las celdas con un cuchillo (Figura 6), se sacude el cuadro con el panal sobre un

papel blanco y se cuentan los acaros y el numero de pupas. En este método los valores de

referencia varian mucho dependiendo de si las celdas son de obreras o de zanganos (35).
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Figura 6: Varroas fotografiadas en el interior de celdas de abejas obreras, finca Sabana
Grande, Escuintla, 2008.

4.1.11 Cuantificacion del porcentaje de infestacion

Al usar cualquiera de los dos ultimos métodos, el porcentaje de infestacion se determina

mediante la formula:

% P =(TI/TE)* 100

Donde:
% P = Porcentaje de parasitismo
Tl = Total de unidades infestadas, siendo una unidad una celda de cria o bien una abeja adulta

TE = Total de unidades examinadas (35).

4.1.12 Tratamiento

Cuando el diagnéstico revela la presencia del acaro Varroa en el apiario en un porcentaje

alto, es preciso tomar medidas terapéuticas de forma inmediata, no solamente para bajar la tasa


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tasa_de_infestaci%C3%B3n&action=edit
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de infestacion de las colmenas, sino también para limitar su expansion por el colmenar. Existen en

la actualidad numerosos productos para el tratamiento de Varroa que se dividen en tres tipos:

A) Productos organicos, con diferentes grados de toxicidad

Acido oxalico

Acido férmico

Acido lactico

Rotenona (Extraida de Tephrosia sp.)
Aceite esencial de tomillo

Extracto de Nim

B) Productos organico-sintéticos, con diferentes grados de toxicidad

Fluvalinato (Nombre comercial Apistan®)
Flumetrina (Nombre comercial Bayvarol®)
Triazapentadieno (Nombre comercial Amitraz)

Tiofosfato (Nombre comercial Coumafos) (1)

C) Tratamientos fisicos, inocuos para la salud humana

Caloventor (5).

La utilizacién de productos de origen organico tales como aceites esenciales y acidos

organicos, tienen un bajo potencial de riesgo de contaminacion comparados con los productos

sintéticos. Con el objetivo de minimizar la posibilidad de introducir sustancias ajenas a la miel

cualquier tratamiento debe aplicarse en un momento en que no se produzca ingreso de néctar y

respetar los tiempos de carencia. Sin embargo algunos productos organicos pueden aplicarse

durante la mielada sin producir contaminacion, tal es el caso del acido oxalico (26).
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4.1.13 Expansion de la enfermedad

A) Causas naturales de la expansion de Varroa

» El pillaje, cuando se produce de una colmena a otra. Las colmenas pilladas son las mas
débiles y por lo general las mas afectadas por los parasitos. Asi, las abejas que ingresan a
una colmena débil a realizar pillaje pueden al salir, llevar consigo parasitos a sus propias
colmenas.

» La deriva, por medio de las abejas forrajeras que se encuentran realizando sus tareas fuera
de la colmena y a su regreso pueden ingresar en otras colmenas.

» Por medio de los zanganos que pueden acceder libremente a las distintas colmenas.

 Por el manejo del apicultor con el traslado de nucleos de un apiario a otro o con el
intercambio de cuadros de cria entre colmenas.

* Por causa de enjambres silvestres que se encuentran cerca del apiario e incluso por la

captura de enjambres por el propio apicultor (1).

B) Causas artificiales de la expansién de Varroa

» La trashumancia de colmenas, es sin duda lo que expande la enfermedad a lo largo y
ancho de cada pais. Sin duda el movimiento de colmenas, nucleos y reinas de un
continente a otro fue la causa de su actual distribucion mundial antropogénica. Este

ectoparasito se distribuye por todo el mundo, siendo actualmente cosmopolita (1).

4.1.14 Principales tratamientos usados para el control de Varroa en Guatemala

A) Fluvalinato

Su eficacia fue descubierta a raiz de estudios realizados en Francia e lIsrael. Es un

piretroide que se comercializa bajo la forma de tiras plasticas de liberacion lenta, impregnadas con


http://es.wikipedia.org/wiki/Cosmopolita
http://es.wikipedia.org/wiki/Colmena
http://es.wikipedia.org/wiki/Transhumancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Deriva
http://es.wikipedia.org/wiki/Pillaje
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el ingrediente activo. Su accion es por contacto. EI nombre comercial del producto es APISTAN.
La eficacia que figura en el marbete de este producto es de 98 a 99.8%, pero recientemente se ha
descrito que en ciertas regiones de los Estados Unidos Mexicanos, ltalia, y Canada entre otros
paises, la eficacia de este producto a disminuido notablemente posiblemente por resistencia del

acaro al principio activo.

Debido a su modo de accion va liberando lentamente particulas del principio activo de un
modo constante cubriendo todo el ciclo del acaro. Su forma de administracion es muy sencilla,
consiste en aplicar dos tiras por colmena entre los cuadros de la camara de cria y se las deja

actuar por un lapso de 6 a 8 semanas (29).

B) Flumetrina

Se trata de una piretrina, similar al fluvalinato. También se presenta en tiras plasticas de
liberacion lenta. Su nombre comercial es Bayvarol®. Se colocan dos tiras por colmena en la zona

central de la cdmara de cria, las cuales recomiendan retirar transcurridas ocho semanas (29).

C) Acido oxalico

El acido oxalico es un compuesto organico, que se encuentra normalmente en una
diversidad de vegetales y frutos, principalmente en plantas de la familia oxalidaceae; e incluso en
la miel se han registrado pequefas cantidades. Es un producto que sufre una rapida degradacién
(23).

Este producto puede aplicarse de dos formas, mediante la atomizacién de solucion para
impregnar la mayor cantidad de abejas posible, o chorreando pequefias cantidades entre los
marcos con abejas; en ambos casos, la concentracion de acido oxalico sera del 0.05%. El
periodo de aplicacién recomendado es en invierno, con una temperatura ambiente no menor de
12°C en la noche. Normalmente, la reina en este periodo baja la postura y las abejas estan mas
concentradas. Cuando el método de aplicacion es por aspersion y si la temperatura ambiente es
menor de 12°C es posible que exista mortalidad de abejas. La abeja mojada algunas veces no
resiste el enfriamiento en la noche. Si la aplicacion es por goteo entre los marcos este riesgo se

reduce considerablemente. El método mas seguro de aplicacidn es mediante una jeringa que



22

permita medir chorritos de cinco centimetros cubicos, se aplica esta cantidad entre marcos
ocupados por abejas. Por ejemplo si en una colmena las abejas estan en 7 marcos seran en total
35 centimetros cubicos, si la colmena tiene abejas en 5 marcos seran entonces 25 centimetros
cubicos. Esta dosis se aplica cuatro veces cada cuatro-cinco dias. Se ha estimado para este
producto una efectividad de 80-90% (31).

4.1.15 El arbol de Nim

A) Clasificacion cientifica
* Reino: Plantae
» Division: Magnoliophyta
e Orden: Sapindales
« Familia: Meliaceae
» Género: Azadirachta

» Especie: Azadirachta Indica A. Juss

El Nim es un arbol originario de la India y Birmania, que sdlo vive en regiones tropicales y
subtropicales. Es un arbol de rapido crecimiento que puede alcanzar 15 a 20 metros de altura y
raramente 35 a 40 metros. Tiene abundante follaje todas las temporadas del afo, pero en
condiciones severas se deshoja, incluso casi completamente. El ramaje es amplio, y puede

alcanzar de 15 a 20 metros de diametro ya desarrollado (33).

B) Componentes quimicos del aceite de Nim

El Nim contienen varios miles de componentes quimicos, de especial interés son los
terpenoides, compuestos por C, H y O,; la presencia del oxigeno hace esos compuestos mas
solubles en agua, metanol o etanol que en hexano, gasolina u otros solventes similares.
Actualmente se conoce de la existencia de unos 100 terpenoides. El mas activo es la azadiractina
(33).


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
http://es.wikipedia.org/wiki/Subtropical
http://es.wikipedia.org/wiki/Tropical
http://es.wikipedia.org/wiki/Birmania
http://es.wikipedia.org/wiki/India
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C) Azadiractina

Normalmente se encuentra en la semilla en proporciones del 0.1 al 0.9 %. Para muchos
autores la mayoria de los efectos antihormonales y antialimentarios del Nim son debido a la
azadiractina. De hecho se considera que del 72 al 90 % de la actividad biolégica del Nim es

debida al contenido en azadiractina (33).

Es estructuralmente parecido a las ecdisonas, (hormonas que se encuentran en los
insectos y que controlan el proceso de metamorfosis del insecto desde el estado de larva hasta

que llega a ser adulto) (Figura 7) (33).

Figura 7: Estructura quimica de la azadiractina.
Fuete: Silva-Aguayo (27).

D) Aplicaciones

Tiene propiedades insecticidas. Muchos de los metabolitos secundarios del arbol tienen
actividad bioldgica, pero la azadiractina es considerada como el metabolito de mayor importancia.
Los estudios han demostrado que actua interrumpiendo el ciclo vital del insecto actuando como
antialimentario, inhibidor de crecimiento, prolonga las etapas inmaduras ocasionando la muerte,
disminuye la fecundidad y la oviposicion, disminuye los niveles de proteinas y aminoacidos en la

hemolinfa e interfiere en la sintesis de quitina (33).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Azadiractina&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Metabolitos_secundarios&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Insecticida
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Las temperaturas parecen jugar un papel de forma indirecta: temperaturas mas altas
incrementan el efecto porque los insectos son mas activos bajo estas condiciones, y el efecto

antialimentario es conseguido mas rapidamente que a bajas temperaturas (24).

4.1.16 Eucalipto

El Eucalipto es un arbol de la familia Myrtaceae originario de Australia, es uno de los
arboles mas conocidos de la flora australiana ya que por su rapido crecimiento se ha extendido

por todo el mundo para su aprovechamiento industrial (34).

Es un arbol grande de 30-40 metros, aunque en su habitat puede alcanzar los 100 metros
de altura. El tronco posee una corteza que se exfolia en laminas. Las hojas son enteras,
coriaceas y perennes, variando segun la edad. En las ramas jovenes son ovales pareadas y
sésiles y en las viejas son arqueadas, alternas, mas pecioladas y colgantes. Tiene grandes
conjuntos florales sin pétalos en forma de urna que se abren por arriba cuando tiene gran cantidad

de estambres. El fruto es una capsula con 3-4 celdas que contiene las semillas (34).

A) Clasificacion cientifica

* Reino: Plantae

» Division: Magnoliophyta
+ Clase: Magnoliopsida

* Orden: Myrtales

* Familia: Myrtaceae

» Género: Eucalyptus camaldulensis Dehnh. (34).


http://es.wikipedia.org/wiki/Semilla
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1psula
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://es.wikipedia.org/wiki/Estambre
http://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
http://es.wikipedia.org/wiki/Peciolo
http://es.wikipedia.org/wiki/Rama
http://es.wikipedia.org/wiki/Perenne
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza
http://es.wikipedia.org/wiki/Tronco
http://es.wikipedia.org/wiki/Australia
http://es.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol
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B) Principios activos del aceite esencial de Eucalipto

Aceite esencial: Cineol o eucaliptol, monoterpenos (alfa-pineno, p-cimeno, limoneno,
felandreno) y aldehidos (butiraldehido, capronaldehido); azuleno, taninos, resina, flavona

(eucaliptina) y triterpenos derivados del acido ursdlico (34).

CH,
C 0
H, C CH,
H, C JCH,
CH
C
H.C CH,

Figura 8: Estructura quimica del eucaliptol.
Fuente: www.chestofbooks.com (3).

4.1.17 Clavo

Es una planta originaria de las islas Molucas. Su nombre procede del latin “clavus” (clavo),
ya que el capullo seco sin abrir recuerda esta forma. El Clavo es un arbol con una altura entre 12y
15 metros (12).

A) Clasificacién cientifica
* Reino: Plantae

» Division: Magnoliophyta
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» Clase: Magnoliopsida
e Orden: Myrtales

* Familia: Myrtaceae

» Género: Eugenia

» Especie: Eugenia caryophyllata Thunb (28).

B) Principio activo

El eugenol es un derivado fendlico conocido comunmente como esencia de Clavo, que
también puede extraerse de pimienta, hojas de laurel, canela, alcanfor y otros aceites. Es de
consistencia liquida y aceitosa, de color amarillo claro, con aroma caracteristico, poco soluble en
aguja y soluble en alcohol. Es utilizado en diferentes areas odontolégicas con varios propdésitos,

principalmente para la supresion del dolor (28).

Figura 9: Estructura quimica del eugenol.
Fuente: www.wikimedia.org (36).
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C) Toxicidad

En mamiferos, después de la exposicion a altas concentraciones de eugenol, la conduccion
nerviosa es bloqueada irreversiblemente, indicando un efecto neurotéxico. A pesar de que su
aplicaciéon es comun, puede llegar a provocar lesiones causticas o quemaduras superficiales
cuando es colocado en forma directa y en altas concentraciones en los tejidos blandos. La
severidad del dafo es proporcional al tiempo de exposicidn, a la dosis y a la concentracion. Se ha
demostrado que el eugenol puro afecta la respiraciéon celular, la actividad mitocondrial y produce

severos cambios en la actividad enzimatica de la membrana celular (9).

4.1.18 Antecedentes del uso de geles y aceites esenciales para el control del acaro V.

destructor

Una investigacion, realizada por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autdbnoma de Yucatan (México), evalué la eficacia de un gel portador de timol al 25
por ciento en el control del acaro V. destructor infestando colonias de abejas africanizadas bajo
condiciones de clima tropical subhumedo, con una temperatura promedio de entre 27 y 29 °C. La
aplicacién de una dosis de timol en gel con una repeticion a los 15 dias, resulté en una eficacia de
hasta un 97 % en la eliminacién de los acaros presentes en las abejas adultas y la cria, dado que
las condiciones climaticas de la zona favorecieron la evaporacion del principio activo de manera
uniforme. Una de las recomendaciones de la investigacion, fue que con clima diferente, se

deberia realizar algunas pruebas antes de recomendar su uso (16).

Otro estudio efectuado por varias universidades mexicanas evaluo la toxicidad aguda del
extracto crudo de semillas de Nim y de un producto comercial a base de Nim, sobre V. destructor
y A. mellifera, asi como la repelencia de dichos productos soélo sobre Varroa. Para determinar
toxicidad aguda se aplicaron diluciones 0.33, 0.67 y 1.32% de los productos citados sobre
hembras de Varroa y abejas obreras, por aspersion. Se les incubé a 32 £ 2 °C y 70 £ 10% de
humedad relativa, provistas del alimento adecuado, y se registré su mortalidad a 24 y 48 horas. En
pruebas de repelencia se traté a pupas de abejas y se determiné la capacidad de las varroas para
localizar y alimentarse de pupas con o sin tratamiento. En la prueba de toxicidad aguda, ninguno

de los productos causé mortalidad de Varroa ni de abejas. En las prueba de repelencia, los tres
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productos mostraron repelencia significativa, en relacién directa entre concentracion y efecto. El
extracto crudo de Nim a 1.32 % presentd la repelencia mas alta y estable, que impidié que 98%
de las varroas se posaran sobre pupas de abejas y causé 100% de mortalidad de Varroa,

aparentemente por inanicion, en 72 horas (8).

En una investigacion realizada por investigadores de la Universidad Centroccidental del
Estado de Lara, Venezuela; se aplico aceite esencial de Eucalipto en colmenas de abejas
meliferas para el control del acaro Varroa, aplicandose en esponjas embebidas en el aceite y
colocadas en recipientes que impiden el contacto de las abejas con las esponjas; se determind la
infestacion de cada colmena antes y al final del experimento, realizandose conteos de acaros
muertos cada 24 horas; se concluyo que el aceite de Eucalipto presentd un control del 50% de los

acaros, esto comparado con el control alcanzado mediante la utilizacion de fluvalinato (22).

4.2 MARCO REFERENCIAL

4.2.1 Descripcion del area de estudio

A) Descripcion geografica

a) Localizacion

La Finca Sabana Grande, se encuentra situada en la aldea El Rodeo, al Noroeste de la
cabecera departamental de Escuintla (Figura 10), dista 12 kildbmetros de la cabecera
departamental. Forma parte de la microcuenca del Rio Cantil. Tiene un area de 2.17 km?. Se
encuentra ubicada entre las coordenadas de 14° 21' 44" a 14° 23' 29" de Latitud Norte y 90° 49'
35" a 90° 50' 08" de Longitud Oeste de la hoja Alotenango 2059 lll, escala 1:50.000, del IGN

(Instituto Geografico Nacional) (20).
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Figura 10: Localizaciéon de Finca Sabana Grande, Escuintla
Fuente: USIG-FAUSAC (30).
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d) Clima y zona de vida

Segun el mapa climatologico preliminar de la Republica de Guatemala, basado en el
sistema de clasificacion de Thornthwaite (18), la finca Sabana Grande presenta un clima calido sin
estacion fria bien definida, muy humedo con estacién seca bien definida. Segun el mapa de zonas
de vida elaborado por De La Cruz (4), basado en el sistema de clasificacion de Holdridge, la finca
Sabana Grande se encuentra dentro de la zona de vida denominada Bosque muy Humedo Sub-

Tropical calido.

La finca se caracteriza por tener una estacion severamente seca de noviembre a abril y otra
muy humeda de mayo a octubre. Las lluvias son muy intensas por las tardes y es muy frecuente
que de noviembre a abril, la finca esté sujeta a fuertes vientos que soplan en direccion Norte-Sur y
Norte-Oeste, llegando a alcanzar velocidades entre los 50 y 60 kildbmetros/hora, entre los meses
de noviembre y febrero. La temperatura media anual es de 23.78 grados centigrados, precipitacion
anual de 3,092.50 milimetros, humedad relativa absoluta maxima de 96% y minima absoluta de

40% y con una evaporacion a la sombra de 3.66 milimetros (13).

4.2.2 Condiciones y manejo sanitario del apiario de la finca Sabana Grande

Actualmente el apiario de la finca cuenta con 60 colmenas tipo Langstroth, con un alza
cada una, tradicionalmente se les ha hecho un manejo sanitario a base flumetrina, usando para

ello el producto comercial Bayvarol®, a razon de 1 tira por colmena, ubicada en la camara de cria.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
1. Evaluar la respuesta de los productos naturales: extracto de Nim, aceite esencial de
Eucalipto y aceite esencial de Clavo, en el control alternativo del acaro V. destructor,

usando gel como sustrato, para su aplicacién en las colmenas de abejas meliferas.

5.2 Especificos

1. Determinar a través de la mortalidad de las abejas, si los productos naturales en estudio
presentan o no, toxicidad para las mismas.

2. Determinar a través de la mortalidad y del desplazamiento de los acaros, el efecto toxico o
repelente que los productos naturales en estudio presentan sobre Varroa.

3. Evaluar el uso del extracto de Nim, aceite esencial de Eucalipto y aceite esencial de Clavo,
como sustancias activas del gel, en el control del acaro Varroa, en colmenas.

4. Determinar si el efecto en la reduccién de las poblaciones de Varroa, se debe a toxicidad o

repelencia de los productos naturales.
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6. HIPOTESIS

La aplicaciéon de gel con contenido de aceites esenciales de Eucalipto y Clavo, asi como de
extracto de Nim, en el interior de las colmenas de abejas meliferas reducira la infestacion del

acaro V. destructor, logrando niveles de control superiores al 70%.
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7. METODOLOGIA

La investigacion se divididé en una fase de laboratorio y una de campo; en la primera fase se
evaluo la toxicidad que los productos naturales presentan sobre A. mellifera y al haberse obtenido
resultados negativos se procedié a evaluar los productos naturales directamente en las colmenas
para conocer el control ejercido por ellos en las poblaciones de Varroa, y a la vez conocer si dicho

efecto se debe a efectos toxicos o de repelencia, estas pruebas constituyeron la fase de campo.

El estudio se desarrollé en el apiario de la finca Sabana Grande, aldea El Rodeo,
municipio de Escuintla, departamento de Escuintla, entre los meses de julio y octubre del afio
2008. Previo a iniciar el experimento, como se menciono anteriormente, se hicieron pruebas para
determinar si las sustancias evaluadas presentaban efectos toxicos en las abejas meliferas; estas
pruebas se realizaron en el laboratorio de Entomologia de la FAUSAC y al determinarse que no
existio este tipo de efecto en las abejas se procedid a realizar el experimento, el que consistié de
un censo inicial, que se hizo para determinar los niveles de infestacion del acaro V. destructor, en
cada una de las colmenas, y asi poder escoger las mas infestadas para llevar a cabo el estudio;
asi también se hicieron 5 muestreos a intervalos de 12 dias, para conocer la evolucién de las
poblaciones de acaros en cada una de las colmenas tratadas. También se hicieron pruebas para
determinar el efecto toxico o repelente de las sustancias en estudio en los acaros. Todas las
pruebas realizadas, a excepcion de la prueba de toxicidad en abejas, se realizaron en el apiario de
la finca Sabana Grande. Para realizar el analisis estadistico del experimento, se utilizo el paquete
para analisis de disefios experimentales de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma

de Nuevo Ledn, version 2.5 (19).

7.1 Fase de Laboratorio
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7.1.1 Preparacion de geles

El gel utilizado como sustrato para la aplicacion de los aceites esenciales se obtuvo en el
comercio local, en distribuidoras de productos quimicos comunmente llamadas droguerias, en las
que se comercializa con el nombre de: “Base de gelatina para el cabello sin color”, siendo esta
una matriz de gel a base de agua, transparente, sin color y sin olor. Los aceites esenciales de
Eucalipto y Clavo, también se obtuvieron en los mismos comercios, en los que se comercializan
bajo el nombre de “aceite esencial de Eucalipto” y “aceite esencial de Clavo”, la fuente de extracto
de Nim usada fue el producto comercial ACT BOTANICO, una suspension concentrada
conteniendo 0.003% de azadiractina. Las proporciones utilizadas entre el gel y los aceites
esenciales, para cada una de las sustancias es de:

» Gel + aceite esencial de Eucalipto = 5% P/P
* Gel + aceite esencial de Clavo = 25% P/P
 Gel + extracto de Nim = 15% P/P

P/P = peso sobre peso

En el caso del aceite esencial de Eucalipto, el 5% utilizado corresponde al punto de
saturacién del gel, que unicamente es capaz de incorporar dicho porcentaje en su matriz. El 25%
de aceite esencial de Clavo utilizado corresponde a un limite experimental que se definié con
base en lo antiecondmico que resulta incorporar mas aceite esencial al gel, ya que mediante
pruebas se determind que la emulsion formada es capaz de absorber hasta un 60% de aceite de
Clavo en relacion a su propio peso. El 15% de extracto de Nim utilizado, se definié considerando
que a una concentraciéon mayor del producto comercial en el gel, esta deja de comportarse como

tal y presenta una apariencia mas acuosa, lo que desvirtuaria su utilizacion.

7.1.2 Prueba de toxicidad en abejas meliferas

A) Materiales
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* 20 jaulas de madera de 13 cm X 13 cm X 13 cm (2,197 cc), con uno de los lados cubierto
de tamiz plastico, para evitar que las abejas escaparan y a la vez permitir una adecuada
ventilacién y observacion.

» 20 cajas petri plasticas de 14 cm de diametro

» 20 recipientes metalicos de 3 cm de diametro y 0.8 cm de profundidad.
e 200 abejas obreras adultas.

* 1incubadora

B) Manejo del experimento

Se evaluaron 3 geles cuyas sustancias activas fueron: extracto de Nim, aceite esencial de
Eucalipto y aceite esencial de Clavo, las concentraciones de ingrediente activo en las geles,
fueron en el caso del Eucalipto: 5% P/P, equivalente a 2.5 gramos de aceite esencial en 50
gramos de gel; la concentracion utilizada de aceite esencial de Clavo fue de 25% P/P, es decir
12.5 gramos de aceite esencial en 50 gramos de gel; la concentracién utilizada de extracto de Nim
fue del 15% P/P, utilizando 7.5 gramos de producto comercial en 50 gramos de gel, totalizando

0.0225 gramos de azadiractina en los 50 gramos de gel.

Ademas se contd con un testigo, constituido por gel sin ingrediente activo, y un testigo
absoluto, en el cual no hubo tratamiento de gel, en cuyo lugar se us6 agua destilada. Se capturo
un grupo de abejas obreras adultas en el apiario del Centro Experimental Docente de la Facultad
de Agronomia, y se procedié a introducir 10 abejas vivas en cada una de las jaulas de madera, en
las que habia un pequefio recipiente metalico con miel para que les sirviera de alimento, y una
caja petri conteniendo 50 gramos de gel, la caja petri tenia un orificio recubierto con tamiz plastico

para permitir el flujo de gases y evitar que las abejas entraran en contacto directo con la gel.

La introduccién de las abejas en las jaulas se hizo de forma manual, introduciendo una
abeja a la vez teniendo mucho cuidado de no lastimarlas. Las jaulas se introdujeron en la
incubadora del laboratorio de fitopatologia, de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San
Carlos, introduciendo Unicamente 1 tratamiento a la vez; la temperatura utilizada fue de 37 °C,
para simular las condiciones reales existentes en una colmena. Se hicieron lecturas a las 0.5, 1,
2, 4, 8,24,48,y 72 horas.
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C) Disefio experimental

La prueba se realiz6 mediante un disefio completamente al azar, por ser las condiciones

de cada una de las unidades experimentales igual a las de las demas.

D) Variable de respuesta

La variable de respuesta en la prueba, fue el numero total de abejas muertas en las jaulas

al momento de la toma de datos.

E) Modelo estadistico

‘fi.: L+T1—|— N 1=J...2 .t
. ; K 1=12,...r

donde

Yij = variable de respuesta de la ij-ésima jaula con abejas (unidad experimental)
M = media general de la variable de respuesta “abejas muertas”

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento en la variable dependiente.

€ij = error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental.

F) Tratamientos y repeticiones

El experimento estuvo formado por 5 tratamientos, con 4 repeticiones. Los tratamientos

evaluados fueron:

« T1= gel con el 5% de aceite esencial de Eucalipto
T2 =gel con el 15% de extracto comercial de Nim.

e T3 =gel con 25% de aceite esencial de Clavo.
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« T4 = gel sin principio activo

e T5 = Agua destilada.

La razoén por la que se incluyo al T4 (gel sin principio activo) como un tratamiento diferente
del testigo absoluto TS (agua destilada), fue para eliminar la posibilidad de que alguna mortalidad
que pudiera presentarse se deba al efecto de alguno de los ingredientes utilizados en la
elaboracién de las geles, y no al efecto de las sustancias que se evaluaron para el control de

Varroa.

Se trabajo con la hipdtesis nula que el aceite esencial de Eucalipto y el aceite esencial de
Clavo, no serian toxicos para las abejas; a la vez que se esperaba que por sus propiedades

insecticidas y acaricidas plenamente conocidas el extracto de Nim presentara algun efecto toxico.

G) Hipdtesis estadistica

Ho =71 =rT1i Todos los tratamientos no presentaran toxicidad para A. mellifera.

Ha=71#T1i Al menos uno de los tratamientos presentara toxicidad para A. mellifera.

H) Nivel de confiabilidad

Para conocer la diferencia entre tratamientos se trabajé con una confiabilidad del 95% (a =
0.05)

7.2 Fase de Campo

7.2.1 Prueba de toxicidad en V. destructor

A) Materiales

e 200 acaros Varroa hembras

* 60 pupas de zangano
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» 20 cajas petri plasticas de 14 cm de diametro

» 20 circulos de papel blanco de 14 cm de diametro

e 20 recipientes metalicos de 3 cm de diametro y 0.8 cm de profundidad.
» Cinta adhesiva

* Manteca vegetal

e 20 colmenas

B) Manejo del experimento

Los mismos tratamientos utilizados en la prueba de toxicidad para Apis mellifera, fueron
utilizados para esta prueba, en la que se determind si los ingredientes activos de las geles,

presentan toxicidad sobre V. destructor.

Las varroas se recolectaron en forma manual, directamente de celdas operculadas de
zangano, se separaron machos y hembras, los machos fueron desechados, todas las varroas
colectadas se colocaron en una caja petri, con fondo de papel blanco. Luego en cada una de las
cajas petri, se colocd un recipiente metalico conteniendo gel, posteriormente grupos de 10
hembras adultas se colocaron en el fondo cubierto con un circulo de papel bond, para facilitar la
observacion; asi también en cada caja se colocaron 3 pupas de zangano para proveer a las
varroas de alimento. Cada caja se sell6 con una tira de cinta adhesiva en las paredes laterales,
para brindar solidez a la unidad experimental, asi también se colocé una delgada capa de
manteca vegetal en las paredes laterales internas de las cajas petri, para evitar que las varroas
treparan por ellas y pudieran escapar por el orificio de ventilacién ubicado en la tapa (Figura 11).
Las 20 cajas de petri se introdujeron en igual numero de colmenas, y se hicieron lecturas de
varroas muertas a las 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas.
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Figura 11: Prueba de toxicidad en Varroa, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

C) Disefio experimental

La prueba se realizé6 mediante un disefio completamente al azar, la variable de respuesta
en la prueba, fue el numero total de acaros muertos en las cajas petri al momento de la toma de

datos.

D) Tratamientos y repeticiones

Esta prueba constdé de 5 tratamientos, con 4 repeticiones. Los tratamientos evaluados

fueron:

« T1= gel con el 5% de aceite esencial de Eucalipto
T2 =gel con el 15% de extracto comercial de Nim.
T3 =gel con 25% de aceite esencial de Clavo.

e T4 = gel sin principio activo

* T5 = Agua destilada.
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Al igual que en la prueba de toxicidad para abejas, la razén por la que se incluy6 al T4 (gel
sin ingrediente activo) como un tratamiento diferente del testigo absoluto T5 (sin gel), fue para
eliminar la posibilidad de que alguna mortalidad que pudiera presentarse se debiera al efecto de
alguno de los ingredientes utilizados en la elaboracion de las geles, y no al efecto de las

sustancias que se estaban evaluando para el control de Varroa.

Se esperaba que las geles con aceite esencial de Eucalipto y aceite esencial de Clavo no
fueran toxicas para Varroa pues se suponia que su posible forma de accidon seria que debido a
los olores emitidos por los aceites esenciales, los acaros no pudieran detectar la hormona juvenil
emitida por las larvas; a la vez que se esperaba que por sus propiedades insecticidas y acaricidas

plenamente conocidas el extracto de Nim presentara toxicidad.

E) Hipotesis estadistica

Ho =1 =T Todos los tratamientos no presentaran toxicidad para V. destructor

Ha=1#T1i Al menos uno de los tratamientos presentara toxicidad para V. destructor

F) Nivel de confiabilidad

Para conocer la diferencia entre tratamientos se trabajé con una confiabilidad del 95% (a =
0.05)

7.2.2 Prueba de repelencia a los productos naturales evaluados

A) Materiales
e 200 acaros Varroa hembras

* 120 pupas de obrera
» 20 cajas petri plasticas de 14 cm de diametro
e 20 circulos de papel bond de 14 cm de diametro

* Cinta adhesiva
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* Manteca vegetal
» 3 pinceles

e 20 colmenas

B) Manejo del experimento

Esta prueba tuvo una variacidn con respecto a las anteriores; puesto que se utilizaron las
sustancias puras aplicadas con pinceles directamente sobre 3 de las 6 pupas que se utilizaron
en cada unidad experimental; para asegurar que las pupas quedaran impregnadas del olor

caracteristico de cada una de las sustancias de interés.

La forma de recoleccion de varroas fue la misma que la descrita. Se utilizaron cajas petri
de plastico de 14 cm de diametro, con tapa con orificio de ventilacién. Cada caja estuvo dividida
en dos zonas principales (A y B), y cada zona formada por tres subdivisiones (a, b y ¢). La zona
cero (0) correspondié al centro de la caja, en la cual se colocaron diez hembras de Varroa,
mientras que en los extremos de la caja (zonas Ac y Bc) se colocaron tres pupas de obrera en
cada una (Figura 12). Sélo las pupas colocadas en la zona Ac fueron tratadas previamente con

cada ingrediente activo.

Las pupas de abejas obreras se obtuvieron de los panales de la camara de cria, se
eligieron aquéllas de los estados Pw y Pp; Pw significa literalmente Pupa white (ojos blancos), y
Pp significa Pupa purple (ojos morados), etapas que se alcanzan entre 7 y 8 dias después de que
las obreras han operculado la celda. En todas las pruebas se utilizaron pupas recolectadas 1 hora

antes de realizar los bioensayos, siguiendo la metodologia de Gonzales et al., (8).
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Figura 12: Prueba de repelencia a las sustancias evaluadas, finca Sabana Grande,
Escuintla, 2008.

Se hicieron cuatro repeticiones por tratamiento, colocandose una caja petri por colmena, y
se tomaron lecturas de la ubicacion de los acaros a 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas; en ellas se

cuantifico la tendencia de dichos acaros a desplazarse de una zona a otra.

Para determinar numéricamente la atraccidn o repelencia presentada por los tratamientos,

se usoO la siguiente férmula, la cual fue extraida del trabajo realizado por Gonzales et al., (8).

(Ba+ 2Bb + 3Bc + 4Pb)— (Aa + 2ADb + 3Ac¢ + 4Pa)

VR =100+
10/8

Donde:

VR = valor de repelencia

Aa = numero de acaros sobre la zona Aa

Ab = numero de acaros sobre la zona Ab

Ac = numero de acaros sobre la zona Ac

Pa = numero de acaros sobre las pupas del lado A (tratadas)

Ba = numero de acaros sobre la zona Ba

Bb = numero de acaros sobre la zona Bb

Bc = numero de acaros sobre la zona Bc

Pb = nimero de acaros sobre las pupas del lado B (no tratadas);

S = numero de acaros sobrevivientes al momento de la observacion.

La notacion citada da un valor ponderado superior a la posicion de un parasito sobre una

pupa (x4) 6 en inmediata proximidad (x3), en contraste con una posicién mas alejada de las pupas
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0 mas central (x2 6 x1) (Figura 13). Si todas las varroas permanecen sobre la zona cero, 6 hay un
reparto equitativo sobre ambas zonas, los valores de A contrarrestaran a los de B; si todos los
acaros permanecen sobre las pupas de la zona B, los valores de A seran cero y los valores de B
seran 40. El numero 100 tiene por funcion desplazar el origen y facilitar el analisis estadistico;
entonces, los valores fluctuaran de 60 al 140; es decir, desde una fuerte atraccién hasta una total
repelencia. El factor 10/S sirve para compensar la mortalidad de los acaros al momento de la

observacion (8).

De esta férmula se obtienen valores que van de 60 a 140, siendo que para la atraccion
hacia pupas sin tratar esta es mas fuerte mientras mas cercanos a 60 sean los valores de posiciéon
obtenidos; en contraparte los valores de posicion que indican repelencia van de 0 a 80
(140-60=80), siendo que mientras mas cercano a 80 es el valor de posicion obtenido, mas fuerte

es la repulsion de los acaros hacia las pupas tratadas.

Figura 13: Division del area de la caja de petri para la prueba de repelencia.
Fuente: Gonzales et al., (8).
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7.2.3 Control de Varroa en colmenas

El objetivo de esta prueba fue conocer la efectividad del extracto de Nim, y aceites
esenciales de Clavo y Eucalipto, aplicado usando gel como sustrato, dentro de las colmenas, para
el control del acaro Varroa; y comparar esos resultados con los controles obtenidos mediante

tratamientos quimicos tradicionales como lo son el Bayvarol®y el acido oxalico.

A) Materiales

* 20 cajas petri plasticas de 14 cm de diametro con orificio de ventilacion.
» Gel con principios activos de Nim, Eucalipto y Clavo.

» Gel simple

* 20 colmenas

« 4 tiras de Bayvarol®

« Acido oxalico

* Pinzas

* Pinceles

B) Manejo del experimento

El tratamiento que se aplicé a cada colmena, consistid en una caja petri con 50 gramos
de gel con y sin principio activo (Figura 14), estas fueron colocadas en el piso de las cajas (Figura

15). El experimento tuvo una duracion de 11 semanas, durante las cuales, cada 4 dias se
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renovaron los tratamientos a base de gel y se hicieron aplicaciones de acido oxalico; se hizo una

Unica aplicacién de tiras de Bayvarol® al inicio del experimento.

Figura 15: Ubicacion de las cajas petri en el piso de las cajas de las colmenas, finca Sabana
Grande, Escuintla, 2008.

C) Censo inicial
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Se realiz6é un censo inicial (Cuadro 1 A) para conocer la situacién sanitaria de cada una de
las colmenas del apiario, habiéndose escogido para la prueba las 28 colmenas mas infestadas con
el acaro Varroa (Figura 16), después de la primera aplicacion de tratamientos, se realizaron
muestreos cada 12 dias, debido a que por ser época de lluvia las reinas disminuyen la postura de

huevos.

Figura 16: Varroas parasitando a la pupa de una abeja obrera, finca Sabana Grande,
Escuintla, 2008.

El censo y los muestreos se realizaron tomando de cada colmena, un trozo de panal con
celdas de obrera, con un tamano de 10 x 10 cm, y se desopercul6 cuidadosamente cada una de
ellas para buscar las varroas tanto en el fondo de la celda como encima de las pupas. Se
determiné el porcentaje de infestacion, para cada una de las unidades censales, para lo cual se

utilizé la formula:

% P = (TL/ TE)* 100

Donde:
% P = Porcentaje de parasitismo
Tl = Total de celdas infestadas.

TE = Total de celdas examinadas
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D) Disefio experimental

Debido a que las abejas mantienen una temperatura constante dentro de las colmenas y a
que existia la posibilidad de brindar jarabe de azucar y sustituto de polen a manera de
alimentacion, de manera constante, se utilizdé un disefio experimental totalmente al azar, puesto
que la alimentacion que podia haberse constituido como un factor de variacion, se tuvo bajo
control. En la prueba se tuvo como variable de respuesta el porcentaje de celdas infestadas con

varroas, y se trabajoé con un nivel de confiabilidad del 95%.

E) Tratamientos y repeticiones

Esta prueba const6 de 7 tratamientos, con 4 repeticiones. Se esperaba que la aplicacion de
aceites esenciales de Eucalipto y Clavo, asi como del extracto de Nim, usando un gel como
sustrato, produjera un control de las poblaciones de acaros superior al 70 %. Los tratamientos

evaluados fueron:

« T1= gel con el 5% de aceite esencial de Eucalipto
* T2 =gel con el 15% de extracto comercial de Nim.
T3 =gel con 25% de aceite esencial de Clavo.

» T4 = gel sin principio activo

» T5 = testigo absoluto (sin gel)

« T6 = Acido oxalico

« T7=Bayvarol®

F) Hipotesis estadistica

* Ho=71=r1 Todos los tratamientos no disminuyen el porcentaje de infestacion de celdas.

e Ha=71#T1 Almenos uno de los tratamientos produce efectos distintos.
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7.3 Analisis de datos experimentales

7.3.1 Analisis del comportamiento de la poblacion de acaros

A las variables de respuesta; en todos los experimentos se les practicod analisis de varianza
(ANDEVA), con el fin de realizar el correspondiente estudio del comportamiento de las
poblaciones de acaros por unidad experimental. Los factores de variacion fueron sometidos a
prueba multiple de medias, utilizando el criterio de Tukey, ya que este permite conocer si existen

diferencias entre tratamientos.

7.3.2 Analisis de la eficacia de los tratamientos a base de gel

La eficacia del gel en cada colonia, se determiné con base en la cantidad de varroas
muertas por causa del principio activo de cada gel, y su relacién con el numero de varroas
muertas por causa del Bayvarol®, posterior al Gltimo muestreo. Para esta prueba se contabilizaron
los acaros muertos en el fondo de cada colmena, habiéndose colocado papel de color blanco en el
fondo de las cajas y un tamiz de malla metalica para evitar que las abejas tuvieran acceso a los

acaros muertos y los sacaran de la caja. Se utilizo la férmula:

E= (A/A+B)*100

Donde:

E = Eficacia del tratamiento.

A = Numero de varroas muertas, por causa del principio activo de la gel, localizadas en el piso de
la caja al momento del ultimo muestreo.

B = Numero de varroas muertas por causa del Bayvarol®, localizadas en el piso de la caja, luego

de 1 intervalo de tiempo igual al utilizado entre cada muestreo.
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8. RESULTADOS

8.1 Resultados de la fase de laboratorio

8.1.1 Prueba de toxicidad de los aceites esenciales de Eucalipto y Clavo, y de extracto de
Nim en abejas meliferas

Esta fue la primera prueba realizada, y se hizo con la finalidad de conocer si las sustancias
en estudio podian ser utilizadas sin representar peligro para las colmenas. La prueba consté de 5
tratamientos con 4 repeticiones, siendo la variable de respuesta “abejas muertas”, al momento de
la toma de datos. Se trabajo con un nivel de significancia del 0.05%. El cuadro 2 muestra los
tratamientos que se evaluaron, el cuadro 3 muestra los resultados obtenidos en cada toma de
datos y el cuadro 4 muestra la media de la variable de respuesta “abejas muertas” obtenida en

cada uno de los tratamientos.

Cuadro 2: Tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en abejas, finca Sabana
Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento

Gel + aceite esencial de Eucalipto
Gel + extracto de Nim

Gel + aceite esencial de Clavo
Gel

Agua destilada

OO WON -
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Cuadro 3: Resultados de la variable de respuesta “abejas muertas”, obtenidos al momento

de cada toma de datos en la prueba de toxicidad en abejas, finca Sabana Grande, Escuintla,

2008.
Prueba de toxicidad en Apis mellifera
Tratamiento: Eucalipto
Tiempo en |Repeticion |Repeticion |Repeticidon | Repeticion
horas 1 2 3 4 Media
0.5 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
8 1 1 0 1 0.75
24 2 3 0 1 1.5
48 3 3 1 1 2
72 3 4 2 2 2.75
Tratamiento: Extracto de Nim
Tiempo en |Repeticion |Repeticion | Repeticion | Repeticion
horas 1 2 3 4 Media
0.5 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0.25
4 0 1 0 0 0.25
8 0 1 0 0 0.25
24 0 2 0 0 0.5
48 1 3 1 1 1.5
72 2 4 3 3 3
Tratamiento: Aceite de Clavo
Tiempo en |Repeticion |Repeticion |Repeticion | Repeticion
horas 1 2 3 4 Media
0.5 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0.25
4 0 2 0 0 0.5
8 0 2 1 1 1
24 1 2 2 2 1.75
48 3 3 2 3 2.75
72 4 3 2 3 3
Tratamiento: Sustrato de gel
Tiempo en |Repeticion |Repeticion | Repeticion | Repeticion
horas 1 2 3 4 Media
0.5 0 0 0 0 0




1 0 0 0 0 0

2 1 0 0 0 0.25
4 2 0 0 0 0.5
8 3 0 1 1 1.25
24 3 1 2 2 2
48 4 3 4 2 3.25
72 4 3 4 3 3.5
Tratamiento: Testigo absoluto

Tiempo en |Repeticion |Repeticion |Repeticidon | Repeticion

horas 1 2 3 4 Media
0.5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

4 1 0 1 0 0.5
8 2 0 2 0 1

24 2 0 2 0 1

48 2 1 2 1 1.5
72 2 2 3 2 2.25

Cuadro 4: Resultados de la variable de respuesta de los tratamientos evaluados en la

prueba de toxicidad en abejas, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento Repeticiones Media

Gel + aceite esencial 4 2.750000
de Eucalipto

Gel + extracto de Nim 4 3.000000
Gel + aceite esencial 4 3.000000
de Clavo

Gel 4 3.500000

Agua destilada 4 2.250000
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A) Analisis de varianza de los tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en abejas

Del andlisis estadistico realizado a esta prueba (Cuadro 5), y debido a la relacidn existente
entre los estadisticos F que indican que no hubo diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (se acepta la hipoétesis nula debido a que el estadistico F calculada < F tabulada) y
tomando en cuenta que se contd con un testigo absoluto, se concluye que los tratamientos

evaluados no resultan ser toxicos para las abejas.

Cuadro 5: Analisis de varianza para los tratamientos de la prueba de toxicidad en abejas,
finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

FV GL SC CM F F
calculada tabulada
Tratamientos 4 3.300003 0.825001 1.4559 3.06
Error 15 8.500000 0.566667
Toral 19 11.800003
c.v.= 26%

B) Analisis los resultados obtenidos en la prueba de toxicidad en abejas

Todo el estudio se realizé con base en los resultados obtenidos en esta prueba, mediante
esta se pretendia conocer si los aceites esenciales de Eucalipto y Clavo, asi como el extracto de
Nim, presentaban algun peligro para las abejas meliferas al ser utilizados dentro de las colmenas
para el control del acaro Varroa; al realizar esta prueba y practicar el analisis estadistico
correspondiente a la variable de respuesta “abejas muertas”, se determind que ninguna de las
sustancias antes mencionadas causaba mortalidad en las abejas por lo que se establecié la
viabilidad de realizar las pruebas encaminadas a determinar si los tratamientos propuestos tienen
potencial para ser utilizados en el control de la varroasis. Cabe mencionar que en esta prueba se
obtuvo un coeficiente de variacion del 26% que no precisamente indica un experimento mal
manejado si no que pudiera ser el resultado de factores que no se consideraron al momento de
plantear la metodologia a seguir; tal es el caso del estrés al que seguramente se vieron sometidas
las abejas al ser privadas de su ambiente natural y ser encerradas en una jaula en la que ademas
de no estar libres, no podian desempefiar las tareas que de acuerdo a su edad debian

desempenar como parte de la colmena.
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8.2 Resultados de la fase de campo

8.2.1 Prueba de toxicidad en Varroa

Al haberse determinado que las sustancias en estudio no representaron riesgo para las
abejas, se procedié a determinar el efecto que estas presentan sobre Varroa; la prueba consté de
5 tratamientos con 4 repeticiones (Cuadro 2) utilizando en la prueba un nivel de significancia del
0.05%, para la variable de respuesta “varroas muertas” al momento de la toma de datos;
habiéndose determinado mediante analisis de varianza que si existe diferencia entre los
tratamientos, por lo que se realizé una prueba multiple de medias. Las figuras 17 a 20 muestran la

mortalidad de acaros segun el tratamiento utilizado.

A) Interpretacion de la variable de respuesta “varroas muertas”

El objetivo de los tratamientos evaluados era causar la mayor mortalidad de varroas
posible, de esta manera se obtuvo que el mejor tratamiento es el aceite esencial de Eucalipto,
que transcurridas 72 horas habia causado la muerte del 100% de los acaros utilizados en la
prueba, es decir en cada una de las cuatro unidades experimentales se registré un promedio de
10 &caros muertos de los 10 utilizados. En segundo lugar se ubica el extracto de Nim con un 70%
de mortalidad de acaros; el aceite esencial de Clavo con un 25%; el sustrato de gel con un 7.5% y
el testigo de agua destilada con un 5% de mortalidad de acaros; la diferencia entre los dos ultimos
tratamientos no es significativa, por ello ambos tratamientos se ubican en la misma categoria

Tukey, y se deduce que la mortalidad en ambos casos se debid a causas naturales (Cuadro 6).

Cuadro 6: Resultados de la variable de respuesta “varroas muertas” de los tratamientos

evaluados en la prueba de toxicidad en Varroa, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.



Tratamiento
Gel + aceite esencial de

Eucalipto
Gel + extracto de Nim
Gel + aceite esencial de

Clavo
Gel
Agua destilada
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Repeticiones Media

4 10.000000
4 7.000000
4 2.500000
4 0.750000
4 0.500000

B) Analisis de varianza de los tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en Varroa

Del analisis de varianza de los tratamientos (Cuadro 7), se deduce que existe una diferencia

significativa entre los mismos por la relacion que existe entre los estadisticos F; como F calculada

es mayor que el valor critico de F (F tabla) se rechaza la hipotesis nula (todos los tratamientos

producen el mismo efecto) y se realiza una prueba multiple de medias (Cuadro 8).

Cuadro 7: Analisis de varianza para la prueba de toxicidad en Varroa, finca Sabana Grande,
Escuintla, 2008.

FV GL SC

Tratamientos 4 279.79998
8

Error 15 28.750000

Toral 19 308.54998
8

cv=33%

CM F F tabla

calculada
69.949997 36.4957 3.06

1.916667
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C) Comparacion de medias de los tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en Varroa

Por medio del analisis de Tukey para los tratamientos evaluados (Cuadro 8), se determind
que existieron tres categorias estadisticas para los tratamientos; la categoria A corresponde al
aceite esencial de Eucalipto y presenta los mejores resultados con una mortalidad media del
100%; en segundo lugar se ubica el extracto de Nim con una mortalidad media de 70% y le
corresponde la categoria B; por ultimo se ubican los tratamientos de aceite esencial de Clavo,
sustrato de gel y testigo absoluto, entre los que no hay diferencia significativa y se ubican en la

categoria C.

Cuadro 8: Analisis de Tukey, para la prueba de toxicidad en Varroa, finca Sabana Grande,
Escuintla, 2008.

Tratamiento Media Clase
Gel + aceite esencial de 10.000000 A
Eucalipto

Gel + extracto de Nim 7.000000 B
Gel + aceite esencial de 2.500000 C
Clavo

Gel 0.750000 C
Agua destilada 0.500000 C

D) Analisis grafico de los tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en Varroa

Este analisis se hizo unicamente al tratamiento testigo y a los tratamientos de aceite
esencial de Eucalipto y extracto de Nim, por ser los que presentaron una alta mortalidad de

varroas.

a) Gel con aceite esencial de Eucalipto
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El efecto toxico, reflejado en la mortalidad de acaros empieza a manifestarse a partir de las
4 horas de iniciada la prueba y se mantiene constante hasta las 72 horas, alcanzando un 100% de

mortalidad de varroas.

Gel con eucalipto

—_
N

N

Varroas muertas

o N &~ (o2} [e<]
O
~
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2 4 8 24 48 72

Tiempo en horas

Figura 17: Varroas muertas en un periodo de 72 horas, tratamiento de gel con aceite
esencial de Eucalipto, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

b) Gel con extracto de Nim

En este caso, el efecto toxico se manifiesta de forma leve entre las 0 y las 4 horas de
iniciada la prueba, experimentando un incremento de mortalidad entre las 8 y las 24 horas, punto
en el que se duplica el efecto toxico hasta las 48 horas, momento en el que alcanza una 50% y a
partir de este punto el efecto disminuye un poco hasta alcanzar un 70% de mortalidad de acaros a

las 72 horas.
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Figura 18: Varroas muertas en un periodo de 72 horas, tratamiento de gel con extracto de

c) Testigo absoluto

Nim, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

La mortalidad provocada por este tratamiento es bastante baja, equivalente a unicamente 2

varroas muertas en 72 horas. El comportamiento de este tratamiento es muy parecido al del

sustrato de gel, aunque las graficas pueden confundir un poco, basta con tomar en cuenta que

en el sustrato de gel la muerte de varroas se manifest6 en un momento en que los intervalos de

tiempo entre las lecturas de datos era diferente al intervalo a partir del que se manifesto la muerte

de acaros en el testigo absoluto, de ahi la diferencia de las graficas y la diferencia aparente entre

tratamientos.
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Figura 19: Varroas muertas en un periodo de 72 horas, tratamiento testigo absoluto, finca
Sabana Grande, Escuintla, 2008.

d) Comparacién entre tratamientos

En la figura 20 se aprecia la diferencia existente entre todos los tratamientos evaluados; el
tratamiento que presentdé mayor toxicidad para Varroa fue el aceite esencial de Eucalipto, el
segundo tratamiento mas efectivo resulté ser el extracto de Nim; por ultimo se encuentran los
tratamientos que formaron Ila tercera categoria Tukey en el anadlisis de la prueba multiple de

medias, que son el aceite esencial de Clavo, el sustrato de gel y el testigo.
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Figura 20: Comparacioén entre los tratamientos de la prueba de toxicidad en Varroa, finca
Sabana Grande, Escuintla, 2008.

E) Anadlisis de los resultados de los tratamientos evaluados en la prueba de toxicidad en Varroa

En la prueba de toxicidad en Varroa, se establecié que el tratamiento que causé la mayor
mortalidad fue el aceite esencial de Eucalipto con un 100% de los acaros muertos al final de la
prueba, en orden de eficacia le sigue el extracto de Nim con un 70% de mortalidad, este resultado
difiere de los resultados obtenidos por Gonzaéles et al., (8) en el que empleando la misma
metodologia se determind que el Nim no presentaba toxicidad aguda en varroas. En la ultima
categoria Tukey se encuentra el aceite esencial de Clavo, el sustrato de gel y el tratamiento
testigo, que no presentan diferencia estadistica entre si. En esta prueba se obtuvo un coeficiente
de variacion del 33% por lo que ademas de los factores mencionados con anterioridad, también

deben probarse y establecerse metodologias que permitan un manejo mas seguro para los
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acaros, ya que mediante la manipulacion con pinzas para su extraccién de las celdas o para
colocarlos en las cajas de Petri es posible que los acaros sufrieran algun tipo de lesion que haya
pasado inadvertida, y que no causo la muerte de los acaros en el instante, pero, que pudo haber

influido en el comportamiento del experimento.

8.2.2 Control de Varroa en colmenas

Para conocer el estado de infestacion de Varroa en el apiario de la finca Sabana Grande, se
realizé un censo abarcando la totalidad de colmenas, de estas se seleccionaron las 28 colmenas
que presentaron mayor infestaciéon de Varroa, y en forma aleatoria a estas colmenas les fue
asignado un tratamiento. El porcentaje de infestacion de celdas al momento del censo estuvo
comprendido entre 2.84% y 19.63% (Cuadro 1A). La prueba estuvo constituida por 7 tratamientos
y 4 repeticiones (Cuadro 9), siendo que en esta prueba se incluyeron 2 tratamientos quimicos
tradicionales para poder hacer comparaciones con los resultados de las sustancias en estudio. La
variable analizada fue: “Porcentaje de celdas infestadas”; se utilizd un nivel de significancia del
0.05%, habiéndose encontrado mediante el analisis de varianza que si existe una diferencia

significativa entre tratamientos, por lo que se realizdé una prueba multiple de medias.

Cuadro 9: Tratamientos evaluados en la prueba de control del acaro Varroa en colmenas,

finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento

Gel + aceite esencial de Eucalipto
Gel + extracto de Nim

Gel + aceite esencial de Clavo
Testigo absoluto

Gel

Acido oxalico

Bayvarol®

NOoO O, WN -

También se realiz6 un analisis de varianza y una prueba de medias, excluyendo los

tratamientos de Bayvarol® y acido oxalico, para conocer con mayor exactitud el control que los
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tratamientos con gel ejercen sobre el 4caro Varroa, se utilizd un nivel de significancia del 0.05%.

Las figuras 21 a 25 muestran el comportamiento de cada uno de los tratamientos.

A) Interpretacién de la variable de respuesta “celdas infestadas” de los tratamientos evaluados en
la prueba de control de las poblaciones del acaro Varroa

Ya que el objetivo de la prueba es determinar el control que las sustancias en estudio
ejercen sobre las poblaciones del acaro Varroa, se establece que un tratamiento es mas efectivo
mientras menor sea el valor de la media de la variable “porcentaje de celdas infestadas”
correspondiente al tratamiento; de esta manera los mejores resultados en cuanto al control de la
poblacion de acaros, reflejado en la disminucion en el porcentaje de celdas infestadas
corresponden al tratamiento 7 que consistio en la aplicacion de Bayvarol®; por otro lado los

valores mas altos de infestacion de celdas corresponden al testigo absoluto (Cuadro 10).

Cuadro 10: Resultados de la variable de respuesta de los tratamientos evaluados en la

prueba de control de Varroa en colmenas, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento Repeticiones Media

Gel + aceite esencial de 4 1.290000
Eucalipto

Gel + extracto de Nim 4 1.675000
Gel + aceite esencial de 4 16.775000
Clavo

Testigo absoluto 4 22.352501
Gel 4 19.150000
Acido oxalico 4 0.297500
Bayvarol® 4 0.055000

B) Anadlisis de varianza para los tratamientos evaluados en la prueba de control de las
poblaciones del acaro Varroa

Debido a que en el andlisis de varianza (Cuadro 11), se determiné que el valor del

estadistico F critico (F tabulada) es menor que el valor F calculada, se rechaza la hipotesis nula,
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dando lugar a un analisis postandeva, habiendo utilizado para ello la comparacion multiple de

medias segun el criterio de Tukey.

Cuadro 11: Analisis de varianza para la prueba de control de Varroa en colmenas,

incluyendo todos los tratamientos, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

FV GL SC CM F F tabulada
calculada
Tratamientos 6 2441.306396 406.88439 125.7286 2.57
9
Error 21 67.960449 3.236212
Toral 27 2509.266846
cv.= 20.%

C) Comparaciéon multiple de medias para los tratamientos de Ila prueba de control de las
poblaciones de Varroa

Utilizando el criterio de Tukey, para esta prueba hay 3 categorias (Cuadro 12); y tomando
en cuenta que el objetivo de los tratamientos es disminuir el porcentaje de celdas infestadas, los
mejores tratamientos para el control de Varroa son aquellos cuya media es mas baja, y en
contraparte los tratamientos menos efectivos son aquellos que presentan porcentajes altos de
infestacion de celdas. Los mejores tratamientos para el control de Varroa son los que se
encuentran en la categoria C, y en orden de efectividad son: tratamiento 7 (Bayvarol®),
tratamiento 6 (acido oxalico), tratamiento 1 (aceite esencial de Eucalipto en sustrato de gel) y el
tratamiento 2 (extracto de Nim en sustrato de gel); todos estos tratamientos no presentan
diferencias estadisticas entre si, por ello se constituyen como la primera categoria. La categoria B
esta formada por el tratamiento 5 (gel) y por el tratamiento 3 (aceite esencial de Clavo en sustrato
de gel), estos presentan valores de control de la poblacién muy bajos, aunque estadisticamente
diferentes a los valores finales de infestacion de celdas presentados por el testigo absoluto, que se

constituye como la categoria A.
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Cuadro 12: Analisis de Tukey, para todos los tratamientos en la prueba de control de

Varroa en colmenas, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento

Testigo absoluto

Gel

Gel + aceite esencial de

Clavo

Gel + extracto de Nim
Gel + aceite esencial de

Eucalipto
Acido oxalico
Bayvarol®

Media Clase
22.3525 A
19.1500 B
16.7750 B
1.6750 C
1.2900 C
0.2975 C
0.0550 C

D) Analisis de varianza unicamente de tratamientos a base de gel

Para conocer el comportamiento de los tratamientos de interés que son aquellos en los

que se utiliza gel como sustrato, se les realizé un andlisis de varianza (Cuadro 13) que indica que

hay diferencia significativa entre tratamientos, por lo que se hizo una prueba multiple de medias .

Cuadro 13: Analisis de varianza para la prueba de control de Varroa en colmenas,

incluyendo solo tratamientos con gel y el testigo, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

FV GL

Tratamientos 4

Error 15
Toral 19
cv =17%

SC CM F F tabulada
calculada
1609.776123 402.44403 89.1460 3.06
1
67.717285 4 514486
1677.493408

E) Comparacion de medias de los tratamientos a base de gel

La comparacion multiple de medias (Cuadro 14),

mostro la existencia de 3 categorias

estadisticas para este tipo de tratamiento. En la categoria C se encuentran el aceite esencial de

Eucalipto y el extracto de Nim, estos presentan los mayores niveles de control del acaro Varroa.

En la categoria B se ubica el aceite esencial de Clavo con un control de la poblacion de acaros

bastante bajo, si se compara con los tratamientos que conforman la categoria C. Existe una
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categoria intermedia A-B entre el aceite esencial de Clavo (categoria B) y el testigo absoluto

(categoria A) y corresponde al tratamiento con unicamente gel.

Cuadro 14: Analisis de Tukey, para los tratamientos con gel en la prueba de control de
Varroa en colmenas, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento Media Clase
Testigo absoluto 22.3525 A
Gel 19.1750 AB
Gel + aceite esencial 16.7750 B
de Clavo

Gel + extracto de Nim 1.6750 C
Gel + aceite esencial 1.2900 C
de Eucalipto

F) Andlisis grafico de los resultados de los tratamientos evaluados en la prueba de control de las
poblaciones del acaro Varroa

Este analisis se efectu6 unicamente a los tratamientos quimicos tradicionales (flumetrina y
acido oxalico) y a los tratamientos de aceite esencial de Eucalipto y extracto de Nim, ya que son
de mayor interés por mostrar un comportamiento similar a los tratamientos tradicionales; asi
también se hizo este analisis al tratamiento testigo, para conocer el comportamiento de las

poblaciones de Varroa no sometidas a ningun tratamiento.

a) Aceite esencial de Eucalipto en sustrato de gel

De los tratamientos en los que se utilizdé gel como sustrato, el aceite esencial de Eucalipto
presento los mejores resultados en cuanto al control de la infestacion de acaros en las celdas de
abejas obreras, disminuyendo la media de celdas infestadas en las colmenas de un valor de
7.59% a 1.29 % en un periodo de 60 dias (Figura 21).
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Figura 21: Infestacion promedio de celdas de obreras, tratamiento de gel con aceite
esencial de Eucalipto, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

b) Extracto de Nim en sustrato de gel

El extracto de Nim se encuentra después del aceite esencial de Eucalipto, como mejor
tratamiento en el control de la poblacion de Varroa, ya que disminuyo el porcentaje promedio de

infestacion de celdas de un valor de 5.46% a 1.67% en un periodo de 60 dias (Figura 22).
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Figura 22: Infestacion promedio de celdas de obreras, tratamiento de gel con extracto de
Nim, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

c) Testigo absoluto

En este tratamiento, los niveles de infestacion de celdas con Varroa aumentd
constantemente, siendo este el tratamiento que pone de manifiesto el comportamiento real de la
poblacién al no estar sometida a ningun tipo de agente externo que provoque reduccién, o bien

que interfiera con la velocidad de desarrollo de la misma (Figura 23).
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Figura 23: Infestacién promedio de celdas de obreras, en el tratamiento testigo absoluto,
finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

d) Aplicacién de acido oxalico

A excepcion del fluvalinato, la aplicacion de acido oxalico es el tratamiento que presenta
mayor control de la infestacion de Varroa; se observa una marcada tendencia de los niveles de
infestacion a disminuir, abarcando un rango que va de 13.28% de celdas infestadas al inicio del

experimento, a 1.19% al final del mismo, después de transcurridos 60 dias (Figura 24).
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Figura 24: Infestacién promedio de celdas de obreras, tratamiento con Acido Oxalico, finca
Sabana Grande, Escuintla, 2008.

e) Aplicacion de tiras de Bayvarol®

La flumetrina, aplicada a través del producto comercial Bayvarol®, es el tratamiento que
presenta los mejores resultados en la reduccion del porcentaje de celdas infestadas; esto se
evidencia en la figura 25 en la que se aprecia que la flumetrina disminuyé el porcentaje de
infestacion con acaros, en las celdas de abejas obreras de un promedio de 14.74% a 0.055% en
un intervalo de 60 dias. EI cuadro 1A muestra los datos correspondientes a cada muestreo

realizado en las colmenas tratadas.
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Figura 25: Infestacién promedio de celdas de obreras, tratamiento con flumetrina
(Bayvarol®), finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

G) Analisis de los resultados de los tratamientos evaluados en la prueba de control de las
poblaciones del acaro Varroa

En la prueba para determinar el control ejercido por los aceites esenciales de Eucalipto y
Clavo, y por el extracto de Nim sobre las poblaciones del acaro Varroa en las colmenas de
abejas; por medio del analisis estadistico de la variable de respuesta “celdas infestadas” se
determiné que habia diferencia significativa entre los tratamientos, por lo que se desarrollé6 una
prueba multiple de medias, habiéndose obtenido que los mejores resultados aritméticamente
corresponden a los tratamientos quimicos tradicionales que son la flumetrina y el acido oxalico; sin
embargo estadisticamente no existio diferencia entre estos tratamientos y los tratamientos
alternativos evaluados que son el aceite esencial de Eucalipto y el extracto de Nim aplicados
mediante un sustrato de gel. Los otros tratamientos evaluados, el aceite de Clavo y el sustrato de

gel no causan una disminucion evidente en el porcentaje de celdas infestadas. En esta prueba se
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tuvo un coeficiente de variacion del 20%, mismo que podria estar influenciado por factores tales
como la emulsidon que se formd entre el aceite esencial de Clavo y la gel, o incluso por dos
factores que no se tomaron en cuenta al momento de establecer la metodologia: la degradacion
de los aceites esenciales al contacto con la luz y la pureza del aceite esencial. A este respecto el
aceite esencial de Clavo fue suministrado por el laboratorio de entomologia de la FAUSAC,
mismo en el que el referido aceite habia estado por largo tiempo expuesto a la luz; y en cuanto al
aceite de Eucalipto la casa comercial en la que se adquirid no garantiza 100% de pureza, ya que
este es para uso industrial; por este motivo en futuras investigaciones debe considerarse la
utilizacion de aceites esenciales grado MERCK con una garantia del 100% de pureza y
distribuidos en envases de vidrio de color oscuro que protegen el contenido de la accion de la luz

solar, siempre que los recursos financieros disponibles lo permitan, debido a su elevado costo.

8.2.3 Prueba de repelencia a los productos naturales evaluados

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de conocer si las sustancias evaluadas, presentan un
efecto repelente sobre Varroa, se determiné que tanto el aceite esencial de Eucalipto, aceite
esencial de Clavo y el extracto de Nim presentan influencia sobre la conducta de los acaros; la
que se manifiesta en la tendencia a alejarse de las pupas tratadas con las sustancias en estudio, y
ubicarse sobre las pupas sin tratar o en areas cercanas a las mismas. El cuadro 15 muestra los
datos correspondientes a la posicidén de las varroas vivas en cada uno de los tratamientos, durante
la duracion de la prueba. Para la simplificacion de los calculos se utilizd el programa Microsoft

Excel.
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Cuadro 15: Valores correspondientes a la posicion de las varroas vivas en cada uno de los
tratamientos en la prueba de repelencia a las sustancias evaluadas, finca Sabana Grande,
Escuintla, 2008.

Tratamiento: Aceite de Eucalipto
Tiempo Valor de |Valor de
en horas (Ba |Bb |[Bc |Pb [Aa |Ab |Ac |Pa |S |atraccion |repelencia
1
0.5 2] 2| 2 11 1 2] 0] 0 97 43
1 11 2| 1 11 2] 1 11 0| 9 96.2 43.8
2 3| 1] 1 2| 1] O 11 0| 9 89.6 50.4
4 0f 0] O 9] 0 O 0 9 67.6 72.4
8 0| 0| 1 71 1] O 0| 0] 9 73.1 66.9
24 0| 1] O 71 0] O 0| 0| 8 76 64
48 11 0] O 71 0] O 0| 0| 8 76.8 63.2
72 0| 1] O 6] 1] O 0| 0| 8 80.2 59.8
1
Prueba 10 0 60 80
Tratamiento: Extracto de Nim
Tiempo Valor de |Valor de
en horas ([Ba |Bb |[Bc |Pb |Aa |Ab |Ac |Pa |S |atraccion |repelencia
1
0.5 2] 1] 2 0| 3| 1 11 0| O 98 42
1
1 3] 1] 2 11 2] 0 11 0] O 90 50
2 2] 0] 2 3] 0] 2 0] 09 86 54
4 0| 1] 3 5/ 0] O 0| 0] 9 721 67.9
8 0] O O 7/ 0] O 0] 0| 7 80.4 59.6
24 0| 0] O 7/ 0] O 0| 0| 7 80.4 59.6
48 0] 2 O 4/ 0] 1 0| 0| 7 88 52
72 2] 1] 1 2| 0] O 11 0| 7 92.5 47.5
1
Prueba 10 0 60 80
Tratamiento: Aceite de Clavo
Tiempo Valor de |Valor de
en horas (Ba |Bb |[Bc |Pb [Aa |Ab |Ac |Pa |S |atraccion |repelencia
1
0.5 0| 1] 2 11 1] 3 2| 0] O 101 39
1 0| 1] 2 11 2| 2 11 0| 9 98.2 41.8
2 3] 1] O 20 1] 1 11 0| 9 94.3 45.7
4 11 1] 2 4] 0] O 11 0| 9 80.5 59.5
8 0| 0] 1 6] 1] 1 0] 09 78.7 61.3
24 0] 0| O 5/ 0] 1 11 0| 7 91 49




48 1 ol 1 3] 0| O o 2| 7 96.8 43.2
72 of 1 0 3 1 0 2| 7 99.2 40.8
1
Prueba 10 0 60 80

72

A) Efecto repelente del aceite esencial de Eucalipto

De la férmula extraida del trabajo de Gonzales et al., (8) se obtienen valores que van de 0 a
140, siendo que para la atraccion hacia pupas sin tratar esta es mas fuerte mientras mas cercanos
a 60 sean los valores de posicion obtenidos en un rango de 60 a 140; en contraparte los valores
de posicidon que indican repelencia van de 0 a 80, siendo que mientras mas cercano a 80 es el
valor de posicidn obtenido, mas fuerte es la repulsion de los acaros hacia las pupas tratadas. En el
caso del aceite esencial de Eucalipto la atraccién hacia las pupas no tratadas es mas fuerte entre
1y 4 horas después de iniciada la prueba, alcanzando los niveles maximos de repelencia a las
pupas tratadas (72.4), y atraccion hacia las pupas sin tratar (67.6), en este punto (Figura 26).
Luego el efecto repelente del Eucalipto se mantuvo por el periodo de 72 horas que duré la prueba,
aunque con una ligera disminucién progresiva (Figura 27). Los calculos realizados se muestran en

el cuadro 16.

Cuadro 16: Valores de posicion que indican el efecto repelente del aceite esencial de

Eucalipto, y atracciéon hacia pupas sin tratar, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Aceite esencial de Eucalipto
Tiempo en
horas Atraccién | Repelencia
0.5 97 43
1 96.2 43.8
2 89.6 50.4
4 67.6 72.4
8 73.1 66.9
24 76 64
48 76.8 63.2
72 80.2 59.8
Prueba 60 80
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Figura 26: Atraccion de los acaros hacia las pupas sin tratar con aceite esencial de
Eucalipto, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.
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Figura 27: Efecto repelente del aceite esencial de Eucalipto, finca Sabana Grande, Escuintla
2008.
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B) Efecto repelente del extracto de Nim

En este caso la atraccion de los acaros hacia las pupas sin tratar alcanza su punto maximo
a las 4 horas después de iniciada la prueba (Figura 28), sin embargo el efecto repelente tiene una
menor intensidad en comparacion al efecto del aceite esencial de Eucalipto, puesto que a las 24
horas el Nim presenta un nivel de repelencia similar al que tiene el Eucalipto después de 72 horas,
es decir que el efecto repelente dura menos tiempo y es de menor intensidad (Figura 29). Los

calculos realizados se muestran en el cuadro 17.

Cuadro 17: Valores de posicion que indican el efecto repelente del extracto de Nim, y

atraccion hacia pupas sin tratar, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Extracto de Nim
Tiempo en
horas Atraccion | Repelencia
0.5 98 42
1 90 50
2 86 54
4 721 67.9
8 80.4 59.6
24 80.4 59.6
48 88 52
72 92.5 47.5
Prueba 60 80
120
£ 100
s 925
% 80 M\’@ +804 M
® TNe771
% 60
©
5 40
3
g 20
<
0
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Figura 28: Atraccion de los acaros hacia las pupas sin tratar con extracto de Nim, finca
Sabana Grande, Escuintla, 2008.
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Figura 29: Efecto repelente del extracto de Nim, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

C) Efecto repelente del aceite esencial de Clavo

El efecto repelente del aceite esencial de Clavo fue bajo en comparacion a los otros
tratamientos, puesto que el maximo efecto lo alcanza después de 8 horas de iniciado el
experimento (Figura 30), presentando valores de atraccién a las pupas sin tratar y de repelencia a
las pupas tratadas, similares a los que presentan el Eucalipto y el Nim después de 72 y 24 horas
respectivamente, después de haber disminuido su intensidad (Figura 31). Los calculos realizados

se muestran en el cuadro 18.

Cuadro 18: Valores de posicion que indican el efecto repelente del aceite esencial de Clavo,

y atraccion hacia pupas sin tratar, finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.

| Aceite esencial de Clavo |




Tiempo en
horas Atraccion | Repelencia
0.5 101 39
1 98.2 41.8
2 94.3 45.7
4 80.5 59.5
8 78.7 61.3
24 91 49
48 96.8 43.2
72 99.2 40.8
Prueba 60 80
120
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2
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Figura 30: Atraccion de los acaros hacia las pupas sin tratar con aceite esencial de Clavo,

finca Sabana Grande, Escuintla, 2008.



77

70

60 /

50 10
/«41/‘/45'7 M

40 .8 40,8

30

20

10

Repelencia a pupas tratadas

0.5 1 2 4 8 24 48 72

Tiempo en horas

Figura 31: Efecto repelente del aceite esencial de Clavo, finca Sabana Grande, Escuintla,
2008.

D) Analisis de los resultados de los tratamientos evaluados en la prueba de repelencia a los
productos naturales evaluados

En esta prueba, se determind que el aceite esencial de Eucalipto presentd la mayor
repelencia, ya que provocd que los acaros prefirieran posarse y alimentarse de las pupas que no
fueron tratadas con el aceite esencial, en un tiempo de respuesta menor y con un efecto que se
mantuvo por el periodo de 72 horas que duré la prueba, aunque con una ligera disminucién
progresiva; el efecto repelente del extracto de Nim, tiene una menor intensidad en comparacién al
efecto del aceite esencial de Eucalipto, ya que a las 24 horas el Nim presenta un nivel de
repelencia similar al que tiene el Eucalipto después de 72 horas, es decir que el efecto repelente
dura menos tiempo y es de menor intensidad. El efecto repelente del aceite esencial de Clavo es
bastante bajo en comparacion a los otros tratamientos, ya que el maximo efecto lo alcanza
después de 8 horas de iniciado el experimento pero con valores que corresponden a los mas

bajos de los otros tratamientos evaluados.

Con base en los resultados de las pruebas realizadas, parece ser que el efecto que los
aceites esenciales ejercen en la poblacion de Varroa se deben tanto a toxicidad como a

repelencia, ya que en la prueba de toxicidad dentro de cada unidad experimental habia un grupo



78

de varroas que tenian alimento disponible y que fueron expuestas a la accion de los vapores de
los aceites esenciales, resultando que en el caso del aceite esencial de Eucalipto y el extracto de
Nim, la mortalidad fue del 100%, y del 70% respectivamente; mientras que en el caso del agua
destilada la mortalidad ocasionada fue del 5%. De esta manera se deduce que la exposicion a los
vapores de los aceites esenciales parece ser la causa de la muerte de los acaros, ya que la
inanicidon quedaria descartada porque las pupas estaban en el mismo medio en el que se
encontraban los acaros, y si bien podria haberse presentado alguna interferencia del olor de los
aceites esenciales en el hipotético mecanismo de deteccion de la hormona juvenil utilizado por
Varroa, estos bien podrian haber encontrado a las pupas que les servirian de alimento al
deambular por la caja petri; esta suposicion se ve reforzada por el comportamiento de la
mortalidad de los acaros en los distintos tratamientos, lo que se puede apreciar claramente en el
analisis grafico en el que la mortalidad en los tratamientos de Eucalipto y Nim, se empieza a
manifestar entre las 0.5 y 4 horas; contrastando con las 8 y 24 horas en que se manifiesta el
efecto en los otros tratamientos, se puede excluir que un tiempo de 4 horas sea suficiente para
que un acaro que acaba de ser retirado de una celda en la que desarrollaba con normalidad su

ciclo, muera por inanicién.

El efecto repelente de los tratamientos también quedé demostrado con base en el
comportamiento de los acaros, los que prefirieron alimentarse de pupas de abeja que no habian
sido tratadas; este efecto repelente puede incidir en la poblacion de acaros, ya que las varroas

podrian optar por abandonar la colmena, aprovechando para esto su habilidad para la foresia.

8.2.4 Analisis de la eficacia de los tratamientos con aceites esenciales, usando gel como
sustrato portador

Este analisis se hizo para conocer la eficacia de cada tratamiento con base a la relacion
existente entre el numero maximo de acaros que el tratamiento llegd a matar durante el tiempo de
duracion de la prueba y el numero total de acaros muertos por efecto de flumetrina, que se supone
es el numero total de acaros que aun estaban presentes en las colmenas y que el tratamiento

evaluado no llego a eliminar durante el tiempo de duracion de la prueba (Cuadro 19).
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La mayor eficacia correspondié a la flumetrina (Bayvarol®) con un valor del 100% de
eficacia, seguido por el acido oxalico con una eficacia de 89.28%, seguido del aceite esencial de
Eucalipto con una eficacia del 80 %, y en ultimo lugar el extracto de Nim, con una eficacia del
53.62%. No se hizo este analisis a los tratamientos testigo con gel ni al tratamiento de gel con
aceite esencial de Clavo, puesto que en estos tratamientos las poblaciones de acaros en todo
momento estuvieron en constante aumento durante la duracion de la prueba, por ello se les asigna

una eficacia del 0%.

Cuadro 19: Eficacia de los tratamientos que provocaron mortalidad del acaro Varroa, finca
Sabana Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento Promedio de Promedio de Porcentaje de
varroas muertas varroas muertas eficacia del
por causa de los por efecto del tratamiento
tratamientos Bayvarol®
Gel + aceite
esencial de
Eucalipto 16 4 80
Gel + extracto de
Nim 37 32 53.62
Acido oxalico 25 3 89.28
Bayvarol® 2 0 100
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9. CONCLUSIONES

1.

Los tratamientos a base de extracto comercial de Nim, y de aceites esenciales de Clavo y
Eucalipto no presentaron efecto toxico en las abejas meliferas; por lo que se establece que
las sustancias activas de estos tratamientos no presentan peligro para las abejas en las
concentraciones evaluadas, por lo que es viable realizar pruebas encaminadas al control de

Varroa utilizando estas sustancias.

El efecto toxico de los tratamientos evaluados sobre las poblaciones de acaros, se asocia
directamente a la mortalidad provocada por los mismos en las unidades experimentales; de
esta manera se obtuvo que el mayor efecto toxico corresponde al aceite esencial de
Eucalipto ubicado en la primera categoria Tukey provocando la muerte del 100% de
varroas, en la segunda categoria se encuentra el extracto de Nim con una mortalidad
asociada del 70%; y por ultimo la tercera categoria corresponde al aceite esencial de Clavo
con un 25% de mortalidad. El efecto repelente de los tratamientos se determin6é con base
en la tendencia de los acaros a alejarse de las pupas tratadas y alimentarse de pupas sin
tratar. Con base en dicha tendencia, el mayor efecto repelente corresponde al aceite
esencial de Eucalipto, el cual mantuvo su elevado nivel de repelencia por un periodo mayor
de tiempo; el extracto de Nim manifestdé una repelencia menos intensa que el aceite

esencial de Eucalipto y por un tiempo mas corto; por ultimo, la repelencia de los acaros
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hacia el aceite esencial de Clavo es la menos intensa de los tres tratamientos debido a que
en el momento de mayor intensidad obtuvo valores similares a los alcanzados por los otros
tratamientos después de 72 horas, que es cuando el aceite esencial de Eucalipto y el

extracto de Nim manifestaron sus valores mas bajos.

El aceite esencial de Eucalipto y el extracto comercial de Nim, no presentaron diferencia
estadistica al compararse sus resultados en el control de las poblaciones Varroa, con los
resultados obtenidos mediante los tratamientos quimicos tradicionales que son el acido
oxdlico y la flumetrina. Los promedios de celdas infestadas obtenidos al final del
experimento van de 0.05% correspondiente a la flumetrina hasta 1.67% correspondiente al
extracto de Nim. Al realizar un analisis estadistico exclusivamente a los tratamientos a base
de gel, se obtuvo que el maximo control corresponde al aceite esencial de Eucalipto y al
extracto de Nim con una infestacibn  promedio de celdas de 1.29% y 1.67%
respectivamente; en una segunda categoria se ubico el aceite esencial de Clavo con un
control bajo sobre las poblaciones de acaros (16.77% de celdas infestadas) pero si
estadisticamente diferente a los tratamientos con unicamente gel y testigo absoluto, que
presentaron un 19.17% vy un 22.35% de celdas infestadas. El uso de aceite esencial de
Clavo aplicado en colmenas mediante una gel portadora no es viable ya que su principio
activo, el eugenol reacciona fuertemente con la gel formando una emulsion de color blanco,
apariencia cremosa, y comportamiento corrosivo, la que si bien tiene un fuerte olor a Clavo
no llega a realizar un control significativo en las poblaciones de acaros, pese a que los
resultados obtenidos si son estadisticamente diferentes a la evolucion de la poblacién de
acaros en el tratamiento testigo. De los tratamientos evaluados, la mayor eficiencia
correspondio al aceite esencial de Eucalipto con un 80%, seguido por el extracto de Nim
con una eficiencia de 53.62%; en relacién a los tratamientos tradicionales Bayvarol® (100%

de eficiencia) y acido oxalico 89.28%.

Basado en el analisis estadistico de las pruebas de toxicidad en acaros, y de repelencia a
pupas tratadas, se establecié que el aceite esencial de Eucalipto y el extracto de Nim
presentaron toxicidad y repelencia a los acaros, efectos que difieren entre si en intensidad.

El aceite esencial de Clavo no presentd toxicidad para los acaros, ya que en la prueba
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respectiva no presentd diferencia estadistica con los tratamientos testigo; concordando

también con los bajos indices de repelencia obtenidos.

10. RECOMENDACIONES

I.

El aceite esencial de Eucalipto aplicado mediante gel en las colmenas, presenta un efectivo
control sobre las colonias del acaro Varroa; por lo que se recomienda realizar estudios
encaminados a determinar el tiempo Optimo necesario para la sustitucion de la gel en las
colmenas, tratando a la vez de prolongar el tiempo entre aplicaciones y disminuir asi los
costos derivados de los materiales utilizados en la preparacion de las geles y de la mano de

obra necesaria para las aplicaciones en el apiario.

El extracto de Nim presenté en este estudio propiedades para el control de Varroa
evidentes, por ello se recomienda realizar investigaciones en las que se eleve la dosis de
azadiractina a través de extractos comerciales con mayor contenido de la misma, o de la
utilizacion del aceite de Nim puro; siempre realizando pruebas encaminadas a detectar las

concentraciones de azadiractina que las abejas pudieran tolerar.

Para prolongar la vida util de los tratamientos es necesario tomar en cuenta que puede
trabajarse con factores como la cantidad de gel utilizada, y la superficie de la gel que queda

expuesta al aire, ya que a mayor superficie expuesta mayor es la volatilizacion de los
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aceites, y por el contrario con una menor superficie expuesta, la cantidad de aceite

volatilizado es menor, pudiéndose prolongar de esta manera su efecto en la colmena.

Este estudié se desarrollé en un clima calido, con una temperatura promedio anual de 24
grados centigrados, dentro de la zona de vida denominada Bosque muy Humedo Sub-
Tropical calido; y los resultados deben tomarse con precaucion al momento de querer
implementar tratamientos con aceites esenciales para el control de Varroa en zonas con
climas diferentes, especialmente en zonas con clima frio ya que la evaporacion de los
aceites esenciales es crucial en los tratamientos en los que se utiliza gel como sustrato

portador.

Al momento de realizar pruebas que impliqguen muestreo de celdas de abejas para
establecer niveles de infestacion, es critico considerar el factor alimentacion; si la
alimentacioén artificial puede mantenerse constante durante los estudios o bien en la época
hay abundante disponibilidad miel y polen debido a la floracién, es factible utilizar la
variable “celdas infestadas”; si la alimentacién no es posible de ser controlada, es mejor
utilizar las variables “varroas dentro de las celdas” o “varroas muertas en el piso de la caja”;
esto debido a que cuando hay variaciones en la alimentacion, las reinas modifican su
postura por lo que hay una fuerte variacion de las celdas con pupas disponibles para las
varroas, pudiendo darse el fendmeno de pocas celdas con un elevado numero de varroas
en el interior, lo que desvirtuaria el uso de la variable “celdas infestadas”, pues habrian

pocas celdas con muchas varroas cada una.
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12. ANEXOS

Cuadro 1A: Niveles de infestacion de Varroa determinados mediante los muestreos
realizados en las colmenas tratadas en el apiario de finca Sabana Grande, en el mes de
julio del 2008 los valores corresponden a porcentaje de celdas infestadas, finca Sabana

Grande, Escuintla, 2008.

Tratamiento: Aceite de eucalipto

Colmena |C.I PM |[SM [TM |[CM Q.M
34| 4.58| 5.02| 3.94| 2.28| 1.79| 0.86
24116.66| 9.51| 7.25| 5.42| 3.19| 1.77
18] 3.75| 3.06| 2.99| 1.46]| 0.66| 0.47
36| 54 4| 46| 3.26| 2.27| 2.06

Promedio| 7.60| 5.40| 4.70| 3.11| 1.98]| 1.29

Tratamiento: Extracto de nim
Colmena |C.I PM |SM ([TM |CM |QM
9| 3.84| 3.28| 2.61| 2.04| 1.65| 1.05
6| 4.65 5| 4.01| 3.29| 2.63| 1.58
5
3

5.55| 5.16| 3.76| 2.91| 1.67| 1.06
33| 7.82| 7.49| 6.65| 5.01| 4.28| 3.01
Promedio| 5.47| 5.23| 4.26| 3.31| 2.56| 1.68

Tratamiento: Aceite de clavo




C.I = Censo Inicial

P.M = Primer muestreo
S.M = Segundo muestreo
T.M = Tercer muestreo
C.M = Cuarto muestreo

Colmena

C.

P.M |S.M

T.M

C.M

Q.M

23

2.84

3.39

5

7.63

12.16

11

3.15

5.47

7.95

11.14

11.82

17.17

2

4.15

6.18]111.23

14.93

15.49

18.23

10

3.22

4.26

7.47

9.29

13.84

19.54

Promedio

3.34

4.83

7.91

10.75

12.54

16.78

Tratamiento: Testigo a

bsoluto

Colmena

C.l

P.M |S.M

T.M

C.M

Q.M

4

4.58

5.77

7.89

11.57

18.52

22.04

20

3.26

4.12

5.75

9.08

14.25

19.1

26

5.88

8.21

11.33

13.26

16.42

22.57

25

11.92

14.33]16.89

19.21

23.6

25.7

Promedio

6.41

8.11

10.47

13.28

18.20

22.35

Tratamiento: Sustrato de gel

Colmena

C.

P.M |S.M

T.M

C.M

Q.M

32

4

5.77

8

11.23

14.62

18.64

7

5.12

7.22

9.08

12.95

15.39

21.56

15

5.61

6.24

7.95

9.59

12.5

17.1

21

7.94

11.17]114.04

16.65

18.07

19.4

Promedio

5.67

7.6| 9.77

12.61

15.15

19.18

Tratamiento: Ac

ido oxalico

Colmena

C.

P.M |S.M

T.M

C.M

Q.M

3

11.72

6.28

5.64

3.26

1.92

0.48

12

14.28

10.26

7.85

5.52

2.29

0.11

16

9.91

7.69

6.77

3.69

1.23

0.41

22

17.22

13.67|11.41

7.24

2.27

0.19

Promedio

13.28

9.48

7.92

4.93

1.93

1.19

Tratamiento: Ba

varol®

Colmena

C.l

P.M |S.M

T.M

C.M

Q.M

13

15.22

10.56

6.62

2.99

0.66

19

9.56

8.35

4.27

1.64

24

19.63

12.96

7.49

3.36

1.12

0.22

35

14.57

9.14

6.21

2.18

Promedio

14.75

10.25

6.15

2.54

0.45

0.06

89



Q.M = Quinto muestreo

90
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