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RESUMEN: La varroosis de las abgas constituye uno de los mayores problemas de la apicultura tanto
en Cuba como a nivel mundial. Actualmente, se realiza la busqueda de nuevos métodos que permitan
el control del acaro Varroa destructor, agente causal de esta enfermedad, y minimicen el potencial
para la aparicion de resistencia y la contaminacion de los productos de la colmena y e medio ambiente
en general. En este contexto el CENSA ha venido investigando un grupo de plantas cubanas como
fuente de plaguicidas y € objetivo de este trabajo fue establecer las potencialidades del aceite esencial
de Piper aduncum subsp. ossanum como candidato para € desarrollo de un nuevo producto para el
control de la varroosis. Se evaludé su efecto acaricida por exposicion completa y a los vapores. La
composicion quimica de este aceite se determind por CG/EM. El mismo se fraccion6 utilizando una
columna seca en fase normal, para la identificacion de los componentes asociados al efecto bioldgico.
El aceite esencial de P. aduncum subsp. ossanum demostré que posee un efecto acaricida promisorio
y selectivo frente a V. destructor. Los componentes mayoritarios del aceite son e canfeno, alcanfor,
piperitona y viridiflorol. Al efecto acaricida de los vapores de P. aduncum subsp. ossanum contribuyen
varios de sus componentes volatiles y el efecto por exposicion completa esta asociado a los
ter penoides oxigenados, entre los que son mayoritarios € alcanfor y la piperitona. El aceite esencial
de P. aduncum subsp. ossanum es un candidato promisorio para e desarrollo de un acaricida botanico
y podria ser utilizado en un futuro en @ contexto de un manego integrado de la varroosis.
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CHEMICAL CHARACTERIZATIONAND ACARICIDALACTIVITY OFTHE ESSENTIAL
OIL FROM Piper aduncum subsp. ossanum AGAINST Varroa destructor

ABSTRACT: Varroosis is one of the main problems of apiculture in Cuba and worldwide. Nowadays,
new methods are searched to control Varroa destructor, causal agent of this disease, minimising the
risk of resistance occurrence and the contamination of beehive products and the environment. In
this context CENSA has studied a group of Cuban plants as source of pesticides and the aim of this
work was to establish the potential of the essential oil from Piper aduncum subsp. ossanum as a
candidate for developing a new product for varroa control. The acaricidal effect was evaluated by vapour
and complete exposure. The chemical composition of this oil was determined by GC/MS. The
components associated to biological effect were identified fractionating the oil using normal phase
dry column chromatography. The essential oil from Piper aduncum subsp. ossanum showed a selective
and promissory effect against varroa. The main components of this oil were camphene, camphor,
piperitone and viridiflorol. Several volatile components contributed to the acaricidal activity and the
effect by complete exposure was related to oxygenated terpenoids, mainly camphor and piperitone.
The essential oil from Piper aduncum subsp. ossanum is a promissory candidate for developing a
botanical acaricide and it can be use in the future as part of varroa integrated management.

(Key words: Apis mellifera; Piper aduncum subsp. ossanum; botanical pesticides; Varroa destructor)
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INTRODUCCION

La apicultura es una parte importante de la agricul-
tura. La varroosis de las abejas es uno de los mayores
problemas de la apicultura a nivel mundial; ocasionado
por un &caro el cual succiona la hemolinfa de las abe-
jas y de sus crias, provoca pérdida de colmenas y
afecta la produccién de miel. Este &caro no solo oca-
siona dafios fisicos en las abejas sino que también
cataliza el desarrollo de otras infecciones en la colo-
nia. El parasito afecta a los adultos y larvas, se ali-
menta de los futuros productores de miel, las nuevas
generaciones de abejas nacen con deformaciones,
debilitadas y frecuentemente no son capaces de volar.
La consecuencia final es la muerte de la colonia. Col-
menas no tratadas son destruidas por la plaga y de
hecho miles de ellas han sido exterminadas en nume-
rosos paises por el ataque de este parasito. Por otro
lado, las abejas son de gran importancia para la polini-
zacion de importantes plantas de cultivo y este proble-
matiene una repercusion econémica negativa por ejem-
plo en las producciones de hortalizas y frutas (1).

Varroa destructor Anderson & Trueman es sin duda
la amenaza maés seria a la salud de la abeja a nivel
mundial y se convirtié en una preocupacion desde el
punto de vista econémico en Japén y China en los
afos 1950 y 1960, en Europa a finales de los 1960 y
1970, y en Israel y Norte América en los 1980 (2). En
Cuba, este parésito fue diagnosticado en 1996 y es
uno de los peores problemas que afectan a la apicultu-
ra cubana. En estos momentos se ha extendido a todo
el territorio nacional, ocasionando pérdidas millonarias
en nuestro segundo renglon exportable. Entre 1996 y
1997 en s6lo dos provincias se perdieron méas de 10
000 colmenas, mortandad que fue detenida y hoy se
estima como promedio anual en un 4% del parque
apicola nacional, atribuibles estas muertes no solo di-
rectamente al cuadro morboso causado por el acaro,
sino, a las enfermedades sobreafiadidas como conse-
cuencia de la accion expoliadora del parésito (3).

Las estrategias de lucha alternativa contra varroa
actualmente aconsejan combinar los tratamientos uti-
lizando compuestos de origen sintético, &cidos orgé-
nicos y aceites esenciales (1, 2, 3). Los acaricidas
organosintéticos han sido ampliamente utilizados por
su eficaciay facilidad de aplicacion; sin embargo, el
uso de estos agroquimicos ha conducido en algunos
casos al desarrollo de resistencia con la consiguien-
te pérdida de eficacia en el control (1). Ademas, el
amplio uso de acaricidas sintéticos lipofilicos ha con-
ducido a la acumulacidn de residuos en la miel, cera
y propéleos (1, 2).
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Estos problemas han constituido un incentivo po-
deroso para el desarrollo de nuevas estrategias de tra-
tamiento que minimicen el potencial para la aparicion
de resistencia y la acumulacion de residuos en los
productos de la colmena. Tanto en Cuba como a nivel
mundial, actualmente se realiza la busqueda de nue-
vos métodos que permitan el control del acaro y no
afecten a las abejas, o representen una fuente de con-
taminacion a los productos de la colmenay el medio
ambiente en general. Entre las alternativas de control
se encuentran la introduccién de lineas de abejas re-
sistentes al acaro y el empleo de acidos organicos,
extractos vegetales y aceites esenciales (1, 2, 3).

Nuestra rica biodiversidad floristica ha sido poco
explorada como fuente de acaricidas, permaneciendo
sin descubrir nuevas fuentes de materiales comercial-
mente valiosos. En este contexto, el Centro Nacional
de Sanidad Agropecuaria ha venido investigando un
grupo de plantas cubanas como fuente de plaguicidas
y el objetivo de este trabajo fue establecer las poten-
cialidades del aceite esencial de Piper aduncum subsp.
ossanum (C. DC.) Saralegui como candidato para el
desarrollo de un nuevo producto para el control de la
varroosis.

MATERIALESY METODOS

Recolecta del material vegetal y obtencién del
aceite esencial. Las hojas de P. aduncum subsp.
ossanum, perteneciente a la familia Piperaceae, se
recolectaron en San José de las Lajas, La Habana;
durante el periodo 2007-2009. La planta se identifico
por la Dra. Hildelisa Saralegui Boza del Jardin Botani-
co Nacional de Cuba. Las hojas frescas y no dafiadas
se extrajeron por hidrodestilacién durante tres horas
con equipo Clevenger segun lo establecido en la nor-
ma ISO 65-71:84 (4). El aceite se sec6 sobre sulfato
de sodio y se almacend a 8°C. Este aceite es denomi-
nado PAOV1. Se calcul6 el rendimiento del aceite esen-
cial mediante la expresion: R = (V/M)*100, donde: R:
rendimiento (%), V: volumen del aceite esencial (mL) y
M: masa del material vegetal (g).

Caracterizacion fisico-quimica del aceite esen-
cial PAOVL1. El aceite PAOV1 se caracteriz6 determi-
nandose su olor, color, actividad éptica, indice de re-
fracciony densidad. Para la determinacion de la activi-
dad Optica se realizaron cinco mediciones utilizando
un polarimetro del tipo Cornu, con un error instrumen-
tal de E = 0,05° en cubetas de 10 cm, a una tempera-
tura de 20°C. El indice de refraccion se determind
mediante un refractdmetro de tipo Abbe, con un error
de E=0,01, aunatemperatura de 20°C. Parala deter-
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minacion de la densidad se utiliz6 un volumétrico de
10 mL el cual se pes6 en una balanza analitica antes y
después de contener el aceite. Se realizaron un total
de cinco mediciones.

La composicion quimica del aceite se determind
por CG/EM en un cromatdgrafo de gases de la serie
Agilent 6890 con un inyector del tipo «split splitless»
(relacion de split 20:1), acoplado con un espectrémetro
de masas de la serie Agilent 05973; ambos provenien-
tes de la firma Agilent Technologies. El espectrometro
de masas trabaj6 en modo scan de adquisicion a 70eV.
Se utiliz6 un analizador cuadrupolar a 150°C de tem-
peratura del cuadrupolo, el detector trabaj6 en un ran-
go de masas de hasta 800 uma, las temperaturas de
la interfase y de la fuente fueron 280°C y 230°C res-
pectivamente. Se utiliz6 una columna capilar SPB-5
(L=15m, DI=0,25mm, f=0,20mm) con una inyeccién
de 2 mL. La temperatura del horno fue programada:
60°C (2 min isotérmicos), seguido de una rampa de
calentamiento hasta 100°C a raz6n de 4°C.min’%, otra
rampa de 10°C min* desde 100 °C hasta 250 °C donde
finalmente permaneci6 durante 5 min isotérmicos. Se
utilizé Helio como gas portador con un flujo constante
de 1,0 mL min. La identificacion de los compuestos
se realiz6 mediante el uso combinado de las bases de
datos automatizadas NBS-NISTASCIl y Wiley 275y el
Atlas Registry of Mass Spectra Data (6).

Evaluacion de la actividad acaricida a nivel
de laboratorio. Se evalué la actividad acaricida por
contacto del candidato PAOV1 por el método de expo-
sicion completa en placa Petri (5) y el efecto de los
componentes volatiles por dos métodos, uno en placa
Petri y otro en cajas plasticas. Las colmenas utiliza-
das para la realizacion de todos los ensayos biol6gi-
cos procedian del apiario experimental de la Unidad
Docente de Nazareno, pertenecientes ala Facultad de
Medicina Veterinaria-Zootecnia de la Universidad Agra-
ria de La Habana (UNAH). Estas colmenas se mantie-
nen sin tratamiento quimico.

Evaluacion de la actividad acaricida de PAOV1 por
exposicion completa. Para evaluar el efecto acaricida
como resultado de una exposicion completa al pro-
ducto, se utilizé el método de la placa Petri desarrolla-
do por Lindberg et al. (5). Se seleccionaron colmenas
con altos indices de infestacién y panales de cria de
obreras proximos a nacer. Estos se extrajeron de las
colmenasy en el laboratorio se seleccionaron las abe-
jas recién nacidas infestadas; por ultimo se colocaron
en placas Petri (seis abejas como minimo). Se evalua-
ron diferentes dosis del aceite esencial PAOV1 (5, 25,
125 pL.placa™) disueltas en 2mL de acetona. Se utili-
z6 un control no tratado y uno con acetona (2mL). En

Rev. Proteccion Veg. Vol. 26 No. 1 (2011)

cada caso se colocaron cuatro placas Petri por réplica
y el experimento se repitid tres veces. Se registro la
mortalidad a las 24, 48 y 72 horas.

Evaluacién de la actividad acaricida de los compo-
nentes volatiles de PAOV1 en placas Petri. Hembras
adultas de V. destructor se extrajeron de celdas de
panales de crias de zanganos proximos a nacer y se
pegaron por la parte dorsal sobre una cinta adhesiva
de doble cara, colocada previamente sobre un
portaobjeto. Para evaluar el efecto de los vapores de
muestras volatiles (aceite esencial y fracciones) se
colocd un portaobjeto con 25 acaros dentro de la placa
Petri y la muestra se aplico uniformemente en el fondo
de la placa sobre un papel de filtro (25 pL disueltos en
2 mL de acetona en cada placa). Se emple6 un control
no tratado y un control con acetona (2 mL). En cada
caso se ubicaron dos placas (réplicas de 25 4caros
por portaobjeto cada una). En todos los casos se eva-
lué la sobrevivencia de los 4caros a las 24 horas de
comenzado el experimento y se calcularon los por-
centajes de mortalidad.

Evaluacién de la actividad acaricida de los compo-
nentes volatiles de PAOV1 en cajas plasticas. La eva-
luacién de la actividad acaricida de los vapores del
candidato PAOV1 con los 4caros y las abejas en ca-
jas plasticas se realiz6 utilizando diferentes mezclas
de aceite (mL):zeolita (g): 1.6, 2:6, 3:6, 4:6, 16:6 y 0:6
(control). En cada caja se colocaron 50 abejas aproxi-
madamente y 25 acaros. Se ubicaron las cajas en
estufas con un grado de hermeticidad apropiado, a una
temperatura de 29°C. En cada estufa se ubicaron 4
cajas (réplicas) con la misma dosis de aceite y se
emplearon 200 abejas y 100 acaros en total. Después
de 72 horas de exposicion se conté el nUmero de
acaros y abejas muertas.

Analisis Estadistico: En cada bioensayo se realizo
una comparacion multiple de proporciones (p<0,05),
empleando el Sistema de Comparacion de Proporcio-
nes Version 2.1, Software CENSASOFT 1998.

Fraccionamiento del aceite PAOV1. PAOV1 se
sometié a un fraccionamiento, empleando
cromatografia de columna seca, para laidentificacion
de los componentes del aceite asociados al efecto bio-
I6gico. El aceite esencial (1 mL) fue fraccionado usan-
do una columna seca de Silica Gel H (15 g) empaque-
tada en un embudo con frita (porosidad 3, diametro 40
mm). Como fase movil se utilizaron combinaciones de
hexano y acetato de etilo de polaridad creciente, co-
menzando por hexano (100 %), acetato de etilo / hexano
(25:75, 50:50; 75:25, v/v) hasta acetato de etilo (100
%); sistema de fase mévil 6ptimo paralograr un perfil
de separacion de los componentes del aceite segin




analisis de Cromatografia de Capa Delgada anterior,
finalmente la columna se lav6 con metanol. Se colec-
taron un total de seis fracciones de 15 mL cada unay
estas fracciones se secaron por separado. F1 (0,0228
g, 3,75 %), F2 (0,1287 g, 21,16%), F3 (0,0858 g, 14,10
%), F4 (0,2737 g, 44,99 %), F5 (0,0953 g, 15,67 %),
F6 (0,002 g, 0,33%). La composicion quimica de las
fracciones se analizé por CG/EM, empleando iguales
condiciones que para PAOV1. Para determinar su ac-
tividad acaricida por exposicion completa y el efecto
de los vapores en placas Petri se emplearon las solu-
ciones obtenidas al disolver por separado los residuos
correspondientes a cada fraccién en el mismo volu-
men de acetona.

RESULTADOSY DISCUSION

La seleccion de PAOV1 como candidato para el
desarrollo de un nuevo producto para el control de la
varroosis se baso en tres aspectos: a) su naturaleza
quimica, PAOV1 es un aceite esencial y este tipo de
producto natural es empleado como ingrediente activo
en acaricidas comerciales utilizados para el control de
varroa, b) este candidato mostro actividad acaricida re-
levante frente a acaros plaga en citricos, en estudios
previos realizados en nuestro laboratorio y c) existen
multiples antecedentes de actividad biolégica en espe-
cies del género Piper ricas en aceites esenciales (7).

Abundance
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El aceite esencial extraido de las hojas de P.
aduncum subsp. ossanum, tiene un olor penetrante,
caracteristico y un color amarillo claro, es dextrégiro
con un angulo de giro q(20°C)=(28,50+0,05)°, con un
indice de refraccién a 20°C de 1,473+0,001 y una den-
sidad a esta misma temperatura de 0,87 kg.L*. El ren-
dimiento del aceite fue de 0,56 %. En nuestro pais, se
informo anteriormente la obtencion del aceite esencial
de P. aduncum con un rendimiento de 0,96% (8). Las
diferencias pueden estar dadas, fundamentalmente, por
el lugar de recolecta de la muestra (Pinar del Rio), la
edad, el estado fenolégico de la planta y la variedad
empleada para el andlisis, el modo de manejo del ma-
terial vegetal, en este caso seco, y el tiempo de ex-
traccion (5 horas).

Lafigura 1 muestra el perfil cromatogréafico obteni-
do por CG de los metabolitos secundarios presentes
en el aceite esencial. Los componentes mayoritarios
fueron el canfeno, alcanfor, piperitona y el viridiflorol

(Fig. 2).

En la literatura se encuentran numerosos estudios
acerca de la identificacion de los componentes mayo-
ritarios del aceite esencial de P. aduncum, recolecta-
da en diferentes localizaciones geograficas. Trabajos
realizados en lIslas Fiji, Brasil, Panama, Colombia,
Cuba, Costa Rica, Ecuador y Papua Nueva Guinea,
coinciden en la identificacion del dilapiol como com-
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FIGURA 1. Cromatograma por CG/EM dd aceite esencial de las hojas de Piper aduncum subsp. ossanum./ GC/MS
chromatogram of the essential oil from Piper aduncum subsp. ossanum |eaves.
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Piperitona Alcanfor
Canfeno Viridiflorol

FIGURA 2. Egructurasdelos princi pales componentes del
aceite esencial de las hojas de Piper aduncum subsp.
ossanum./ Structures of the main components of the
essential oil fromPiper aduncum subsp. ossanum leaves.

ponente mayoritario (9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17),
oscilando su abundancia relativa entre un 25,8 (16) y un
90 % (11). Las variaciones en el contenido de este com-
puesto se informan entre variedades (10) y localidades
de un mismo pais (13). Gottlieb et al. (10) estudiaron
los componentes principales de las variedades brasile-
flas P. aduncum var. aduncum y P. aduncum var.
cordulatum encontrando 74,5%y 88,4% de dilapiol res-
pectivamente y trazas de alcanfor en la primera. Ciccid
y Ballestero (13) obtuvieron que la composicion de los
aceites esenciales de P. aduncum recolectada en dos
localidades de Costa Rica era diferente: dilapiol (32,9-
61,8%), piperitona (2,2-13,5%), 1,8-cineol (0,1-8,6%),
4-terpineol (1,6-5,4%) y el &-cariofileno (4,0-5,3%).

En contraste, Tirillini et al. (18), analizaron por CG/
EM el aceite esencial de P. aduncum, y el alcanfory el
canfeno fueron los principales constituyentes. Vila et
al. (19) informaron un alto contenido de sesquiterpenos
en muestras provenientes de Panama, con &-cariofileno
y aromadendreno como componentes mayoritarios,
mientras que las muestras bolivianas estuvieron com-
puestas predominantemente por monoterpenos, con
el 1,8-cineol como componente principal.

Aungue la mayoria de las investigaciones relacio-
nadas con la composicion quimica del aceite esencial
de P. aduncum coinciden con la presencia mayoritaria
de dilapiol, este fenilpropanoide no se identificé entre
los componentes con mayor abundancia relativa en el
aceite PAOV1. Los resultados de nuestro trabajo con-
firman los presentados por otros autores en cuanto a
la presencia de piperitona (9; 12, 13, 15), alcanfor y
canfeno como componentes mayoritarios en el aceite
esencial de P. aduncum (18).

Las discrepancias relacionadas con la composicion
del aceite, cambios cualitativos y cuantitativos (canti-
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dades relativas obtenidas de diferentes componentes),
pueden ser consecuencia de variaciones en las condi-
ciones ecoldgicas (clima, tipo de suelo, estacién del
afo, lugar geogréfico) en que se desarrolla la planta
(20, 21, 22). En la mayoria de los trabajos sobre la
especie se le nombra sin especificar si se trata de una
subespecie o variedad, el aceite estudiado (PAOV1)
es obtenido a partir de P. aduncum subsp. ossanum,
una especie endémica en Cuba occidental (23), y es
probable que las causas de las diferencias en su com-
posicion quimica estén asociadas a factores genéticos
y ambientales que conlleven a variaciones en la
biosintesis de metabolitos secundarios en esta
subespecie.

La evaluacién del efecto por exposicion completa
del aceite PAOV1 demostré que con una dosis de 25
WL por placa se provoca selectivamente la muerte de
los &caros y las abejas no son afectadas (Tabla 1). El
efecto acaricida de esta dosis de PAOV1 se evidencio
alas 24 horas. La sobrevivencia de las abejas fue eva-
luada hasta las 72 horas y no se observaron diferen-
cias significativas con el control.

TABLA 1. Actividad de PAOV1 frente a Varroa
dedgtructor y Apis mellifera./ Activity of PAOV1 against
Varroa destructor and Apis mellifera

DosisPAOV1 Mort. Abejas Mort. Acaros
(pL) (%) (%)
5 7’ 28
25 g’ 100°
125 100* 100”
Control 6 0°

Porcentajes seguidos de letras igual es no difieren
significativamente (p<0,05)

No se habian realizado estudios de este tipo utili-
zando aceite de P. aduncum subsp. ossanum, por lo
gue no se cuenta con datos sobre el tipo de efecto que
puede inducir sobre varroa. El efecto producido por
PAOV1 puede deberse a la accion de los componen-
tes del aceite por contacto o por ingestion; y/o puede
ser el resultado de la exposicion a sus vapores (com-
ponentes mas volatiles).

Entre las alternativas para el control de la varroosis
estan a disposicion del apicultor diferentes productos
basados en aceites esenciales como el ApilifeVar,
ThymoVar y Apiguard; cuyo efecto acaricida se rela-
ciona con la accién de los componentes volatiles de
los aceites esenciales que constituyen los ingredien-
tes activos de estas formulaciones comerciales (1, 24).



Por ello, se procedi6 a determinar el efecto acaricida
de los componentes volatiles de PAOV1. Imdorf et al,
(24) informan que aungue se han estudiado més de
150 aceites esenciales y sus componentes para de-
terminar su efecto frente a varroa, Unicamente unos
pocos han demostrado ser efectivos al ser evaluados
en colmenas; y plantean que esto puede deberse a la
insuficiente capacidad de los ensayos a nivel de labo-
ratorio para predecir los efectos en condiciones de
campo. Consecuentemente, la accion de los vapores
de PAOV1 se estudié empleando dos disefios: placas
Petri y cajas plasticas, este Ultimo permiten simular
con mayor aproximacion las condiciones practicas en
las colmenas.

Los resultados de la evaluacion de la actividad
acaricida de los vapores del aceite esencial en placas
Petri (Tabla 2) y cajas plasticas (Tabla 3), evidenciaron
gue los componentes volatiles de PAOV1 poseen un
efecto acaricida promisorio frente a V. destructor, que
se constatd en ambos experimentos.

TABLA 2. Actividad acaricida de los vapores de
PAOV1 en placas Petri./ Acaricidal activity of PAOV1
vapoursin Petri dish
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La actividad acaricida de una sustancia debido a la
exposicion completa alamisma, puede estar asocia-
da a la toxicidad por contacto directo, inhalacion y/o
ingestion de dicha sustancia. Se plantea, que el efec-
to acaricida de los aceites esenciales frente a V. des-
tructor esta asociado en gran parte a la actividad de
los vapores de estas sustancias volatiles (24), pero no
se excluye que la toxicidad de los componentes de
estas mezclas naturales se produzca por contacto di-
recto y/o ingestion. De hecho se plantea que los trata-
mientos donde se aplica timol solo por evaporacion no
resultan suficientemente efectivos y es necesario que
la abeja entre en contacto con el principio activo para
gue el tratamiento sea eficaz (2).

Imdorf et al. (24) plantean que un aceite esencial
con una eficacia acaricida mayor del 70% a nivel de
laboratorio puede ser considerado como un buen pun-
to de partida para el desarrollo de varroicidas basados
en este tipo de compuestos. PAOV1, por su efecto
acaricida promisorio y selectivo frente a varroa se so-
metio a estudios quimicos mas profundos encamina-
dos a la identificacion de el(los) componente(s)
asociado(s) a la actividad biologica. En la Tabla 4 se
presentan los resultados de la evaluacion de la activi-
dad biolégica de las fracciones del aceite.

Tratamiento Mort varroa (%)
25uL PAOV1 100 a TABLA 4. Actividad acaricida de las fracciones de
Control Acetona 7840 PAQV1./ Acaricidal activity of fractions from PAOV1
Control - 5.88b . _
Porcentajes seguidos de letras iguales no difieren Tratamiento Mort. Exposicion | Mort. Vapores
significativamente (p<0,05) Completa (%) (%)
F1 8,7c 6,0b
F2 50,0b 118b
TABLA 3. Actividad acaricida de los vapores de F3 25,0 bc 58b
PAOV1 en caas plasicas/ Acaricidal activity of F4 781a 78b
PAOV1 vapours in plastic boxes F5 136¢ 140b
F6 4,3 cd 20c
Dosis Mort. abejas | Mort. &caros PAOV1 50 pL 97,5a 100,0 a
aceite(mL):zeolita(g) (%) (%) Control - 00d 59b
1:6 6° 32° Control Acetona [ 95¢ 78Db
2:6 6° 40° Porcentgjes seguidos de letras iguales no difieren
3:6 8° 56 significativamente (p<0,05)
4:6 10° 76°
16:6 100° 100° )
06 3P g7 La evaluacion del efecto de los vapores de las frac-

Porcentaj es seguidos de | etras iguales no difieren
significativamente (p<0,05)

PAOV1 demostré que posee un efecto acaricida
promisorio y selectivo frente a varroa por el método de
exposicion completay por la evaluacion del efecto de sus
componentes volatiles, resultados que indican la combi-
nacion de un efecto toxico por contacto e inhalacién.

ciones evidencié una disminucion de la actividad de to-
das ellas, en comparacién con la actividad de los vapo-
res del volumen correspondiente del aceite. Estos re-
sultados indican que para producir los elevados niveles
de mortalidad de los acaros obtenidos con PAOV1 es
necesario el empleo de la mezcla natural de compues-
tos que tributa a la proporcién y concentracion en fase
gaseosa de los componentes bioactivos requeriday se
puede inferir la posible existencia de un efecto sinérgico
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entre los componentes més volatiles del aceite, que mas
aportan a su composicion en fase de vapor.

Los mayores valores de mortalidad se obtuvieron
por exposicion completa y correspondieron a las frac-
ciones F2, F3y F4 (F4>F2>F3), lo que sefala que el
efecto acaricida de PAOV1 no es ejercido exclusiva-
mente por inhalacion. Solo la fraccion F4 produjo una
mortalidad superior al 70% similar al aceite total. Esto
puede atribuirse a que en F4 se encuentran los com-
ponentes que dentro de la mezcla del aceite PAOV1
estan asociados al efecto acaricida.

El andlisis por CG/EM de las fracciones obtenidas
a partir de PAOV1 (Figura 3) evidenci6 que F1, F2y F3
estan constituidas fundamentalmente por hidrocarbu-
ros monoterpenicos (HM) y sesquiterpenicos (HS);
mientras que, en F4 y F5 predominan los terpenos
oxigenados (TO). En F6 se encuentran terpenoides
oxigenados y sesquiterpenoides, esta fraccion se ob-
tiene del lavado de la columna con metanol, disolvente
de mayor fortaleza de elucion, y solo representa el
0,3% del total del aceite. La segunday tercera fraccio-
nes son muy similares cualitativamente, solo se dife-
rencian en cuanto a la abundancia relativa de com-
puestos como el a-pineno y el canfeno en la fraccion
F2(10,8y 31,7 %, respectivamente) y F3 (3,7 y 19,7%).

EHMOHS BTO

F1 89
F2 67
F3 50 49 |
F4
F5

FIGURA 3. Composicion quimica de las fracciones de
PAQOV1./ Chemical composition of PAOV1 fractions.

La composicion de la fraccion bioactiva F4 (45%
(p/p) del aceite) se caracteriza por el predominio de
terpenos oxigenados dentro de ellos las cetonas y al-
coholes representan el 68 y 30% respectivamente (Ta-
bla 5). Las cetonas monoterpenicas alcanfor (cetona
biciclica) y piperitona (cetona monociclica) son los
componentes mayoritarios de la fraccién 4. La
piperitona posee actividad antimicrobiana,
antialimentaria e insecticida (25, 26, 27, 28), pero no
existen antecedentes de su efecto frente al acaro en
estudio El alcanfor posee actividad acaricida frente a
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varroa (24) y a su presencia en el aceite de Piper
aduncum subsp ossanum se le podria atribuir parte de
la actividad acaricida de este aceite.

TABLA 5. Composicion quimica de la fraccion F4 del
aceite PAOV1./ Chemical composition of F4 fraction
from PAOV1

Pico | tr (min) | Compuestos %

1 8,0 Alcanfor 36,0
2 8,0 Exo-metil-canfenilol 1,2
3 8,3 | soborneol 9,8
4 8,5 L-borneal 1,9
5 9,3 afa-terpineol 2,2
6 115 Piperitona 32,1
7 17,5 Globulol 14
8 17,7 Viridiflorol 8,9
9 18,3 Torreyol 2,8
10 18,4 Murolol 2,3
11 24,6 NI 14

Se conoce que en la mayoria de los aceites esen-
ciales extraidos de las plantas, son precisamente los
constituyentes oxigenados y no los hidrocarburos los
responsables de la accién bioldgica (29, 30). Por ejem-
plo, el andlisis realizado a 63 aceites esenciales aisla-
dos de plantas bolivianas con propiedades insectici-
das, mostré que los componentes principales de esos
aceites esenciales eran alcoholes, cetonas, ésteres,
éteres y epOxidos de 10 y 15 atomos de carbono; en-
tre ellos se determind la presencia de piperitona. En el
estudio mencionado este compuesto formaba parte de
aceites esenciales con una elevada actividad larvicida
y ovicida frente a Triatoma infestans Klug (Orden:
Hemiptera) (28).

En otras investigaciones realizadas con el objetivo
de establecer la relacion entre la estructura quimica
de algunos monoterpenosy su actividad acaricida frente
a Psoroptes cuniculi Delafond (Orden: Acarina), se evi-
denci6 que la presencia de grupos hidroxilicos y
fendlicos libres en los monoterpenos se correspondia
con las mejores actividades acaricidas, que aquellos
compuestos donde la funcion oxigenada estaba blo-
gueada (por ejemplo esterificada) sélo provocaban una
baja susceptibilidad y que los hidrocarburos simples
eran totalmente inactivos (31).

Otros estudios realizados para establecer la rela-
cion entre laresistencia a la infeccion con Verticillium
dahliae Kleb. (Orden: Hypocreales) de especies de al-
goddn y su contenido de sesquiterpenos, se observo
que la fungoresistencia a la infeccion de las distintas
variedades de esta planta no estaba directamente re-



lacionada con el contenido de los cuatro sesquiterpenos
fundamentales encontrados, sino con la capacidad de
cada especie de convertir estos sesquiterpenos en
derivados oxigenados, con accion biolégica potente,
mediante desmetilacion e introduccion de grupos
hidroxilo (32).

Tomando en consideracion estos antecedentes se
puede relacionar la accién acaricida frente a varroa por
exposicion completa de PAOV1 a sus componentes
oxigenados y la mayor contribucién a este efecto al
alcanfor y la piperitona. La identificacion de los com-
ponentes del aceite esencial asociados al efecto
acaricida resulta de gran importancia para establecer
los indicadores de calidad de la materia prima, el pro-
ceso de obtencién y el acaricida comercial, que podria
desarrollarse a partir de PAOV1.

Varroa destructor provoca situaciones de gran gra-
vedad y produce enormes pérdidas y su control ya no
puede estar limitado al tratamiento quimico con un pro-
ducto en particular. La aparicion de resistencia y resi-
duos en los productos de la colmena agrava esta si-
tuacion. Hoy ya no es posible asumir el control de
varroa mediante el uso de un solo principio activo pues
de esta forma el problema se recrudece, ya no debe
pensarse en el acaricida «magico» como solucion (2).
Se debe promover programa de manejo integrado de
plagas basado en monitoreos periddicos de las pobla-
ciones de pardsitos, la rotacion de plaguicidas de dife-
rente naturaleza quimica y modo de accion y diferen-
tes metodologias de manejo de la colonia (1, 2, 3, 33,
34).

En el contexto de laimplementacion de un progra-
ma de manejo integrado para el control de V. destruc-
tor, dirigido a mantener las poblaciones del 4caro por
debajo del nivel de dafio econémico, que debe adap-
tarse a las condiciones locales y encaminarse a dis-
minuir el riesgo de aparicion de resistenciay de conta-
minacion; alcanza gran relevancia la aplicacion alter-
nada de acaricidas con distintos modos de acciény la
sustitucion de productos sintéticos por otros natura-
les. Los aceites esenciales y/o sus componentes, por
conjugar caracteristicas como buena eficacia, amplio
espectro de accion, baja residualidad y toxicidad, asi
como elevada disponibilidad general, representan un
grupo de productos naturales que emergen como una
alternativa importante dentro del manejo de este 4caro
y otras enfermedades apicolas. El aceite esencial de
P. aduncum subsp. ossanum es un candidato
promisorio para el desarrollo de un acaricida botanico
y podria ser utilizado en un futuro en el contexto de un
manejo integrado de varroa.
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