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Resumen

La varroosis es una parasitosis causada por el acaro Varroa destructor y es
considerado uno de los principales problemas sanitarios que afectan a la apicultura a nivel
mundial. Entre los principales dafios destacan deformacion en alas, patas, térax y abdomen
hasta la pérdida total de la colmena. El objetivo de este estudio fue evaluar € efecto de los
extractos de Croton humilis L (hoja, tallo y raiz) a diferentes concentraciones (0. 5, 10, 20,
30, 40 y 50%), como dternativa para el control de la V. destructor en Campeche, México.
El presente trabgjo se realizo entre septiembre de 2018 y abril de 2019, consistié en dos
etapas: 1) recolecta y obtencién del extracto de C. humilisy 2) evaluacion de la eficacia de
los extractos de C. humilis para el control del &caro V. destructor mediante bioensayos.

El material vegetal (hoja, tallo y raiz), se sec6 (60 °C durante 72 horas) por
separado, para posteriormente ser triturado y tamizado. El extracto etandlico se obtuvo
mediante extraccion por destilacion (Rotavapor Clavenger, adaptado, con bafio de
recirculacion centrifuga manteniendo una temperatura de 5°C. Los bioensayos se realizaron
exponiendo al acaro V. destructor en cgjas Petri, durante 24 horas a cada una de las
concentraciones y posteriormente se evalud el efecto del extracto en V. destructor sobre A.
mellifera durante 72 horas. Se observd que la C50% del T1 (extracto obtenido de la hoja)
ocasiono un 100 % de mortalidad de V. destructor. Sin embargo, no se observaron
diferencias en la mortalidad de V. destructor (p >0.05) causada por € origen del extracto
T1 (hoja), T2 (tallo) y T3 (raiz), con sus diversas concentraciones (5, 10, 20, 30, 40, y
50%). La mayor mortalidad se observé las primeras dos horas después de que los &caros
fueron expuestos a extracto en todos los tratamientos. Al evaluar la mortalidad de los
extractos en A. mellifera 'y V. destructor se observé una mortalidad en A. mellifera a partir
de la C 20 % en extractos de hoja, y C 30 % en raiz y tallo. Posteriormente se realizd un
tamizagje fotoquimico donde se observé la presencia de componentes metabdlicos
(Saponinas esteroidales, lactonas, grupo amino, taninos, flavonoides, alcaloides,
cardenolidos y leucoantocianidinas), € efecto acaricida se debe ala presencia de saponinas,

flavoniodes y alcaloides.



Palabras clave: Apis mellifera, Croton humilis, Varroa destructor, extracto etandlico,
mortalidad.

Croton humilisLL. (Euphor biaceae): a plant with acaricidal potential for
the control of Varroa destructor in the Yucatan Peninsula, Mexico

Abstract
Varroosisis a parasitosis caused by the Varroa destructor mite and is considered one of the

main health problems that affect beekeeping worldwide. Between the main damages they
emphasize deformation in wings, legs, thorax and abdomen until the total loss of the hive.
The objective of this study was to evaluate the effect of Croton humilis L extracts (leaf,
stem and root) at different concentrations (0.5, 10, 20, 30, 40 and 50%), as an aternative
for the control of V. destructor in Campeche, Mexico. This work was carried out between
September 2018 and April 2019, it consisted of two stages: 1) collection and obtaining of
the extract of C. humilis and 2) evaluation of the efficacy of the extracts of C. humilis for
the control of the mite V. destroctor by bioassays. The plant material (leaf, stem and root)
was dried (60 ° C for 72 hours) separately, to later be crushed and sieved. The ethanolic
extract was obtained by distillation extraction (Rotavapor Clavenger, adapted, with
centrifugal recirculation bath maintaining a temperature of 5 ° C. The bioassays were
performed exposing the mite V. destructor in Petri dishes, for 24 hours at each of the
concentrations and subsequently the effect of the extract in V. destructor on A. mellifera
was evaluated for 72 hours It was observed that C50% of T1 (extract obtained from the
leaf) caused 100% mortality of V. destructor. no differences were observed in the mortality
of V. destructor (p> 0.05) caused by the origin of the extract T1 (leaf), T2 (stem) and T3
(root), with its various concentrations (5, 10, 20, 30, 40, and 50%) The highest mortality
was observed the first two hours after the mites were exposed to the extract in all
treatments. At the evaluation of the mortality of the extracts in A. mellifera and V.
destructor, mortality was observed in A. mellifera from C 20% in leaf extracts, and C 30%
in root and stem. Subsequently, a photochemical screening was performed where the

presence of metabolic components (steroidal saponins, lactones, amino group, tannins,



flavonoids, akaloids, cardenolides and leucoanthocyanidins) was observed, the acaricidal

effect is due to the presence of saponins, flavoniodes and alkaloids.

Keywords. Apis mellifera, Croton humilis, Varroa destructor, ethanolic extract, mortality.
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1. Introduccion

LaVarroosis es una parasitosis causada por el &caro Varroa destructor (Anderson &
Trueman, 2000), e cual se alimenta de la hemolinfa de las abegjas (Apis mellifera L.), en €
estado adulto y de la cria, causando desde €l debilitamiento hasta la pérdida total de la
colonia después de dos a cuatro afios de haber iniciado la infestacion en caso de no recibir
ningun tratamiento (Medina et al., 2011). Las abejas parasitadas por € acaro V. destructor
viven aproximadamente la mitad del tiempo en comparacion con las abejas sanas, entre
otros efectos negativos se ha observado la disminucion del promedio de vida, pérdida de
peso y maformaciones emergentes en las alas, patas, térax y abdomen (De Jong & De
Jong, 1983; Monetti et al., 1991).

En México se ha demostrado que la varroosis puede ocasionar una reduccion hasta
en un 60% en la produccion de miel. En la actualidad y con la finalidad de reducir la
presenciade V. destructor en las colonias de A. mellifera, se han disefiado diversos métodos
de control probando un nimero considerable de sustancias y métodos, teniendo en cuenta
tanto latoxicidad para V. destructor y a mismo tiempo, |os efectos sobre las abejas (Ritter,
1992). En la actualidad existen diversos productos para e control de V. destructor, siendo
los piretroides (fluometrina y fluvalinato), formidinas y fosforados (amitraz,
bromopropilato, ciazolol), los &cidos organicos (férmico, acético y oxalico) y los aceites
esenciales (timol, mentol y eucaliptol). Sin embargo, la aplicacion inadecuada de algunos
productos quimicos ha generado poblaciones de V. destructor resistentes a estos quimicos
(Thompson et al., 2002; Maggi et al., 2009).

Asi mismo, la mayoria de los productos, representan un riesgo de contaminacion
parala miel y cera de las colonias tratadas (Kanga et al., 2006). Por |o tanto, es necesario
encontrar nuevas aternativas para €l control del acaro V. destructor. Entre las plantas mas
estudiadas destacan aguellas que poseen aceites esencides (acanfor, clavo de olor,
eucalipto, limoncillo, orégano y gaulteria) con propiedades acaricidas (Imdorf et al., 1999).
Este efecto acaricida es atribuido a monoterpenos (Tripathi et al., 2009), cuya propiedad es
una alta efectividad contra e acaro V. destructor (Ghasemi et al., 2011). Sin embargo,

cuando los compuestos aromaticos exceden e umbral del gusto de 1.1 mg-kg-1, existen



efectos negativos en € sabor y olor de la miel (Colin, 1992). Por tal razdn, es necesario
determinar a partir de diferentes partes de la planta (raiz, tallo, hojas, flores, corteza), qué
tipo de extractos posee mayores concentraciones acaricidas para € control de V. destructor,
asi como las propiedades fisicas y quimicas.

Por tal motivo. e presente trabajo se realizd con la finalidad de evaluar diferentes
concentraciones de extracto etandlico del “ik ja"aban (Croton humilis), d 5, 10, 20, 30, 40 y
50%, obtenido de diversas partes de planta (hoja, tallo y raiz), para e control del acaro V.
destructor.



2.-Antecedentes

El é&caro V. destructor, es uno de los principales problemas sanitarios que afecta la
apicultura a nivel mundia (Vasguez et al, 2006). En México, V. destructor se registro por
primera vez en 1992, y en 1996 ya se encontraba en toda la republica mexicana,
exceptuando Baja California (Chihu et al., 1992). Posteriormente El acaro V. destructor se
reportd por primeravez en Y ucatan en septiembre de 1994 (Echazarreta et al., 1997). Entre
los principales dafios provocados por € &caro V. destructor, se destaca la reduccion del
periodo de vida de las abgjas infestadas y la pérdida total de las colmenas. El &caro V.
destructor, afecta a larvas y adultos de todas las castas a las que succiona la hemolinfa,
ocasionandoles deformaciones en alas, patas, térax y abdomen, predisponiéndolas a otras
enfermedades (De Jong & De Jong, 1983). En la Peninsula de Y ucatan, los apicultores
registraron por la infestacion del &caro una mortalidad del 30 a 70% de las colonias.
Asimismo, se observd que las colonias infestadas reducen hasta en un 65% de la
produccion de miel en comparacion con las colonias libres del écaro (Medina, 1998). Con
la finalidad de controlar los niveles de infestacion del acaro V. destructor se han aplicado
diversos acaricidas; los cuales ocasionan algunos inconvenientes. como e desarrollo de
poblaciones de &caros resistes a principio activo, asi mismo, € riesgo de contaminar la
miel y cera de la colonia tratada (Espinoza & Guzman, 2007), por lo que se ha hecho
necesario la busgueda de sustancias aternativas.

Actuamente se estdn empleando diferentes productos naturales como é&cidos
organicos (férmico, oxalico y lactico) y aceites esenciales (timol y mentol), siendo los
tratamientos con timol y acido férmico los que estan dando mejores resultados (Canovas,
2006). Entre las sustancias activas presentes en |os aceites esenciales de hierbas y especias,
se encuentran diversos compuestos fendlicos como es el caso del carvacrol y e timol, que
poseen actividad antifungica, antibacteriana y acaricida (Albado et al., 2001). El C. humilis
es usado en lamedicina tradicional tiene diversos usos destacando como tratamiento para el

paludismo, como diaforético (provoca sudor abundante), estimulante y expectorante.



También se le emplea para curar la sifilis, Ulceras crénicas, sarna, infecciones de la pid y

trastornos urinarios. Por lo cual representa una alternativa para el control de V. destructor.

3.-Justificacion

En los ultimos afios se han realizado diversas investigaciones con la finalidad de
encontrar productos para € control del écaro del &caro V. destructor, entre los principales
productos utilizados en su control destacan los tratamientos quimicos como € fluvalinato y
la fluometrina, asi como los tratamientos aternativos (acido formico, € acido oxdlico, y €
timol). Sin embargo, en México se han realizado pocos estudios con la finalidad de
encontrar nuevas alternativas principalmente utilizando acaricidas de procedencia natural
(Cénovas 2006). El C. humilis es usado en la medicina tradicional y tiene diversos usos,
destacando como tratamiento para € paudismo, como diaforético (provoca sudor
abundante), estimulante y expectorante. También se le emplea para curar la sifilis, Ulceras
cronicas, sarna, infecciones de la piel y trastornos urinarios. Asi mismo, es una planta con
diversas propiedades para € control de parasitos por lo cual representa una aternativa para
el control de V. destructor. Asi mismo, El uso de acaricidas naturales, presenta como
ventgjas la disminucion del uso de acaricidas sintéticos (Céanovas, 2006); y se puede

obtener a bajo costo.



4.- Hipotesis

Los extractos obtenidos de la hoja, tallo y raiz de C. humilis tienen un efecto
positivo sobre el control del acard V. destructor en abejas meliferas (A. mellifera).

Las altas concentracion del extracto etandlico de C. humilis, presentan una elevada

eficiencia cuando son aplicados en bioensayos.



5.- Objetivo general
Determinar e efecto a diferentes concentraciones de extractos boténicos de C.
humilis para € control del &caro V. destructor como una aternativa a la aplicacion de

productos bioguimicos en apiarios de la Peninsula de Y ucatén, México.

5.1 Objetivos especificos

Determinar la eficiencia del extracto de C. humilis (hoja, tallo, raiz) en diferentes
concentraciones, s muestra efectividad contrala V. destructor.

Determinar e nivel de infestacion de la V. destructor presentes en las colmenas de
A. mellifera

Determinar la concentracién minima y maxima letal del extracto boténico de C.

humilis aplicados en acard V. destructor mediante bioensayos.

Identificar los principales metabolitos secundarios del extracto botanico de C.

humilis, mediante un andlisis fitoquimico.

Evaluar laeficienciadel extracto C. humilis bajo la concentracion (CL) en las abejas

A. mallifera con indices de infestacion de V. destructor.
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7 Capitulos
7.1 Capitulo |

7.1.1.-Introduccion

El acaro V. destructor (Anderson & Trueman, 2000), es considerado en la
actualidad como € parasito que mayor impacto ocasiona a la apicultura generando grandes
pérdidas econdmicas a nivel mundial (Sammataro et al., 2000). El &caro V. destructor se
aimenta de la hemolinfa de las abgjas adultas y de las crias (Eguaras, 1993), asi mismo,
ocasiona pérdida de peso, disminucion del periodo de lavida de la abegja infestada (De Jong
et al., 1982; Monetti et al., 1991; Oldroy, 1999; Sammataro et al., 2000), y malformaciones
en aas, patas torax y abdomen (Marcangeli et al., 1992).

7.1.2-Origen y distribucion del acaro V. destructor

El acaro V. jacobsoni fue descrito por Oudemans, en 1904, en la Ida de Java,
Republica de Indonesia (Bailey, 1984; Dietz & Hermann, 1988; De Jong, 1997; Sammataro
et al., 2000). En sus inicios, V. jacobsoni se desarroll6 junto a la especie de abeja asiatica
(Apis cerana Fabr), especie que no se ve seriamente afectada debido a que posee una
tolerancia natural a écaro V. destructor, producto de una coevolucién entre ambas especies
(De Jong, 1997; Goodwin & Van eaton, 2001). El primer contacto entre A. melliferay V.
jacobsoni se produjo cuando colonias de A. mellifera fueron transportadas hacia €l Este de
la Ex Unidn Soviética, lugar donde se encontraba la abgja A. cerana junto con e acaro (De
Jong, 1997). El é&caro V. jacobsoni se disemind a través de la deriva de abejas obreras y
zénganos infestados, € movimiento de enjambres y del pillgje de colonias parasitas a
colonias sanas. Sin embargo, la diseminacién en gran escala ha sido producto de la
trashumancia y la apertura del mercado internacional (De Jong, 1997; Sammataro et al.,
2000; Goodwin & Van Eaton, 2001). Segun Sammataro et al., (2000), e é&caro V.
destructor se encuentra disperso en la mayor parte del mundo, siendo Australia, Nueva

Zelanday Hawai, los Unicos lugares libres de esta plaga.
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7.1.3-Situacién en México

El acaro V. destructor considerado como el principal problema sanitario a que se
enfrenta la apicultura a nivel mundia (De Jong 1997), en México V. destructor fue
reportado en 1992 y para 1996 todo € territorio nacional se encontraba infestado a
excepcion de Bgja Cdifornia (Chihud et al., 1992), Asi mismo, se haobservado que existen
varias enfermedades asociadas a V. destructor, entre ellas destaca la nosemosis (Hinojosa &
Gonzdlez, 2004, Markovick et al., 1995), causada por los hongos Nosema apis (Zander)
(Fries 1993, 1997; Ritter 2001), y Nosema ceranae.

7.1.4-Clasificacion taxonémica

Hasta e afio 2000, solo se reconocia una especie del género Varroa, la cuad
correspondia a V. jacobsoni Oudemans. Sin embargo, Anderson & Trueman (2000), luego
de realizar numerosos estudios en acaros del género Varroa provenientes de diferentes
lugares del mundo, lograron encontrar e identificar diferencias morfoldgicas, reproductivas
y genéticas, lo cua permitié reclasificar la especie denominando a V. destructor como
aquella que afecta a las abejas meliferas (Anderson & Trueman, 2000). La clasificacion

taxondmicadel acaro V. destructor esla siguiente (Anderson & Trueman, 2000).

Phylum Artropoda.
Sub phylum  Chelicerata

Clase Arachnida

Sub clase Acari

Orden Mesostigmata

Familia Varroidae

Género Varroa

Especie destructor Anderson & Trueman
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7.1.5.-Morfologia de V. destructor

El acaro V. destructor presenta dimorfismo sexual, siendo la hembra de mayor
dimensién en comparacion al macho (De Jong, 1997). La hembra adulta es ovaladay plana
dorsoventramente, mide 1.1 mm de largo y 1.5 mm de ancho, pesa aproximadamente 0.14
mg, es de color castafio oscuro o café rojizo. El cuerpo es piloso; presenta queliceros
puntiagudos; tiene cuatro pares de patas que terminan en ventosas y garras, las que son
utilizadas para adherirse a su hospedero (Neira, 1998; Sammataro et al., 2000; Shimanuki y
Knox, 2000). Segun De Jong (1997), e macho adulto de V. destructor presenta una forma
esférica, con un diametro aproximado a 0.7 mm; presenta una coloracion similar a la
hembra, pero en tono més palido. Los queliceros del macho estédn altamente modificados y
tienen su extremo abierto, €l cua es usado para transferir semen, debido a esta
modificacién el macho no es capaz de aimentarse y por tanto muere dentro de la celdilla,
lugar donde se lleva a cabo la reproduccion y fecundacion de la hembra.

7.1.6.-Biologia del &caro V. destructor

El &caro V. destructor es un parasito externo de las abejas adultas y de las crias. En
las abgjas adultas se presenta principalmente en la regién abdominal, especialmente entre
los esternitos donde se encuentran fisicamente protegidas y muy cercanos a las membranas
intersegmentales para alimentarse de la hemolinfa de su hospedero (De Jong, 1997). La
biologia de V. destructor puede ser descrita separando su ciclo de vida en dos fases: lafase
forética, que ocurre cuando las hembras adultas de V. destructor, se ubican en zanganos y
obreras que han emergido de la celda y la fase reproductiva, que ocurre en interior de las
celdas operculadas (Apinet, 1996; Vandame, 2000).

7.1.7-Fase reproductiva

La hembra de V. destructor se fecunda y reproduce Unicamente en €l interior de la
celda de cria operculada. Lainvasion ala celda ocurre 15 horas antes de la operculacion, en
el caso de corresponder a una celda de obrera, y 45 horas antes, en e caso de la cria de

zanganos (Calderone, 1999).
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7.1.7.1-Ingreso alaceldadecria

El ingreso a las celdas de cria de obreras ocurre cuando estas se encuentran en su
quinto estadio larval, a igua que las crias de zanganos, momento en e cua los pesos
larvales son mayores a 100 y 200 mg, respectivamente (Vandame et al., 1998). Una vez
que ha ocurrido € ingreso, € &caro se ubica preferentemente en e fondo de la celda,
inmerso en e alimento larval lugar donde permanece inactivo. Esta inactividad cesa cuando
la larva ha consumido completamente su alimento, momento en que € V. destructor

comienza a succionar la hemolinfa de su hospedero (De Jong, 1997; Martin, 1998).

Latasa reproductiva de V. destructor en regiones tropicales es baja en comparacion
de las regiones templadas, la reproduccion es reducida en abejas africanizadas en

comparacion con abejas europeas (De Jong, 1997).
7.1.7.2.-Oviposicion y desarrollo

La oviposicion de la hembra de V. destructor inicia arededor de 60 horas después
de la operculacion de la celda. Las hembras depositan 5 0 6 huevos en celdas de obreras 'y
hasta 7 en celdas de zanganos. Sin embargo, la mortalidad de deutoninfas reduce la tasa de
reproduccién, llegando al estado adulto cerca de 1.5 hembras en celdas de obreras, y 2.6 en
celdas de zanganos por cada hembra fundadora (Martin 1998; De Jong, 1997). Los huevos
son puestos a intervalos de aproximadamente 30 horas; son ovalados y de color blanco,
miden cerca de 0.3 mm de largo por 0.23 mm de ancho. El primer huevo es generamente
un macho, y los restantes son hembras. El desarrollo de los machos, desde huevo a adulto
demora cerca de 5.5 a 6.2 dias, en tanto las hembras demoran 6.5 a 6.9 dias desde huevo a
adulto. Debido a que € parésito solo puede reproducirse durante e periodo de
operculacion, mientras mas largo es dicho periodo, mas numerosa puede ser la
descendencia (Vandame et al., 1996; De Jong, 1997; Neira, 1998; Catalayud, 2002). Los
descendientes del acaro se desarrollan en € interior de la celda hasta que la abeja al canza su
estado adulto y rompe el opérculo para salir al exterior. EI macho llega a la madurez antes
gue la hembra, debido a esto, el macho debe esperar que la hembra acance el estado adulto

parareaizar la copula. Cuando la celda es infestada |a infesta una sola hembra fundadora,
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la descendencia ser& consanguinea, situacion factible dado que V. destructor posee un
sistema de determinacion del sexo haplodiploide. Los machos se forman a partir de huevos
haploides sin fertilizar que contienen 7 cromosomas, en tanto las hembras provienen de

huevos diploides fertilizados, |os cuales contienen 14 cromosomas (De Jong, 1997).

Las hembras de V. destructor que no logran ser fecundadas sufren una atrofia de su
organo copulador que impide la posterior fecundacion, por lo que pasan a ser hembras
infértiles. En algunos casos, e macho muere antes de aparearse, por |o que las hembras de
esa celda seran infértiles (Calatayud, 2002).

7.1.8.-Faseforética

Esta etapa inicia con la salida del &caro hembra V. destructor de la celda de cria,
junto su hospedero adulto (obrera o zéangano). Esta etapa constituye el factor principa dela
propagacion y diseminaciéon de V. destructor, ya que con la deriva 'y € pillaje de abgas
infestadas, se invaden nuevas colmenas, mediante esta via, durante un dia de gran
actividad, pueden |legar a una colmena hasta 70 &caros (Vandame et al., 1996).

7.1.9.-Diseminacion del acaro V. destructor

Ladiseminacion de la varroosis puede ocurrir por diversos medios, por una parte se
encuentran los zanganos que pueden acceder libremente de una colonia a otra. Las abejas
pecoreadoras que se confunden a ingresar a su colmena; e pillgje de una colmena
infestada a una colonialibre, laintroduccion de enjambres silvestres infestados y € traslado
de nucleos infestados de un apiario aotro (De Jong, 1997; Goodwin & Van Eaton, 2001).

7.1.10.-Dafios ocasionados por V. destructor

L os dafios ocasionados por V. destructor podemos clasificarlos como dafios directos
y danos indirectos. Los dafios directos se aprecian sobre e hospedero, en tanto los
indirectos son el resultado de diversas enfermedades transmitidas por el parasito (Barriga &
Neira, 1988). Los dafiosinician en € interior de la celda de cria. Entre |os principal es dafios
se observan, bajo peso corpora, deformacion de aas, patas, térax y abdomen, glandulas

hipofaringeas reducidas, pérdida de proteinas en la hemolinfa, reduccién en la tasa de
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emergencia de zdnganos, cambios en la fisiologia de zanganos y disminucién en e tiempo
de pecoreo (Goodwin & Van Eaton, 2001). Una abeja parasitada reduce su posibilidad de
vida a 50% por o menos, por cada acaro que la parasita pierde el 10% de su peso y sufre
una disminucion de proteinas de un 60%. Si una celda es parasitada por més de seis acaros

la abeja muere alos pocos dias de emerger o cuando alin esta en su celda (Castillo, 1992).

Segin Calatayud (2002), los dafios indirectos corresponden a patologias
ocasionadas por infecciones secundarias que pueden estar ligadas a la accion inoculativa de
diversos microorganismos que son transmitidos por V. destructor o bien aparecer de forma
oportunista cuando la colonia de abgjas se debilita. Se ha comprobado que € &caro, es
capaz de inocular bacterias y diversos tipos de virus (Apinet, 1996). Segin Martin et al.,
(1998), @ é&caro V. destructor transmite particularmente ciertos virus, como es el caso del
virus de la pardlisis aguda (APV). Hasta antes de la aparicion de lavarroosis, en las abgjas
europeas se habian encontrado una multitud de virus que no producian signos o solo
producian brotes estacionales y no muy graves. Es € caso del virus de la pardlisis lenta
(SPV), virus de las das deformadas (DWV), virus de las alas nubladas (CWV), virus de la
cria sacciforme (SBV), ), virus de la pardisis crénica (CPV), virus cachemire (KBV), y €
virus de la celda negrade lareina (BQCV) que producen dafios solo en las crias. El virus
de la pardisis cronica (CPV), y € virus de la cria sacciforme si causaban sintomas tipicos
en la colmenas, pero se han agravado sus efectos con e advenimiento de la varroosis
(Goodwin & Van Eaton, 2001; Calatayud, 2002).

7.1.11.-Métodos de deteccion y evaluacion de la infestacion

Existen diversos métodos para determinar la presencia de V. destructor en los
apiarios, (Goodwin y Van Eaton, 2001). Seguin Dietz & Hermann (1988) y Peldoza (1992),
sefidan que si lainfestacion de V. destructor es descubierta tardiamente, |os tratamientos de
control seran poco efectivos y de un elevado costo econémico. Entre los principales
métodos de deteccion de V. destructor destacan el muestreo de abejas adultas, muestreo de
panales de cria, método de aplicacion de éter, utilizacion de agua jabonosa o acohol (Dietz
& Hermann, 1988; Ostiguy & Sammataro, 2000; Shimanuki & Knox, 2001).
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7.1.12.-Niveles criticos de infestacion

En programas de control de plagas y enfermedades, normalmente se determina una
tasa de infestacion critica, con € fin de aplicar medidas de control cuando estas se
encuentren sobre dicho nivel. Sin embargo, por ser la infestacidén un proceso de incremento
continuo, regulado por condiciones ambientales favorables, € vaor critico dependeréa
directamente de la época del afio en que las muestras sean tomadas. Las crias y las abegjas
adultas de A. mellifera pueden soportar niveles de infestacion cercanos a 10% durante las
estaciones frias, nivel que puede aumentar hasta un 30% (De Jong, 1997; Goodwin & Van
Eaton, 2001). Un método sencillo para determinar €l nivel de infestacion de las colonias
presentes en un apiario considera un muestreo representativo de a menos € 15 % de las

colmenas presentes en € apiario (De Jong, 1997; Vandame, 2000).
7.1.13.-Diagnéstico de V. destructor en abejas adultas

Una de las alternativas mas confiables para detectar la presencia de V. destructor es
recolectar una muestra entre 200 y 300 abgjas adultas extraidas de la cAmara de cria, las
cual es posteriormente se agitan en un frasco que contenga una solucion al 2% de detergente
liquido en agua. Por la friccion los écaros se desprenden del cuerpo de la abgja. Una vez
realizada esta actividad de divide el nimero de &caros recuperados entre el total de abejasy
se multiplica por 100 (Mobus & Connor, 1988).

7.1.14.-Diagnéstico de V. destructor en celdasdecria

Este método consiste en desopercular un area aproximada de 15 cm? de pana con
cria de zanganos. Posteriormente se procede a sacudir € marco suavemente sobre la tapa de
la colmena para extraer la larva, o bien, la cria puede ser retirada con una pinza. Si los
&caros se encuentran presentes, se visualizan a simple vista (De Jong, 1997; Calatayud
2002).

7.1.15.-M é&odos de control del &caro V. destructor

Se han empleado diversos métodos para mantener las colmenas con bajos niveles de

infestaciéon de V. destructor. Sin embargo, € método mas popular es € control quimico,
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con € uso recurrente de productos derivados de piretroides (flumetrina y fluvalinato), 1o
cual, sumado a un deficiente manejo, ha generado una presion de seleccion en la
descendencia de los écaros, con e posterior resultado de especies resistentes a los
ingredientes activos aplicados. Lo anterior, ha generado que una gran parte de las
Investigaciones que se realizan actualmente para el control de V. destructor, se focalicen en
el estudio de sustancias naturales no contaminantes, utilizando para ello productos quimicos
organicos tales como e acido lactico, &cido férmico, &cido oxalico y aceites esenciales

provenientes de diversos tipos de vegetales (Agrobit. COM, 2000).
7.1.16.-Control biolégico cultural

Este concepto frecuentemente es utilizado para describir a aquellos métodos de
control que no utilizan quimicos para lograr su objetivo. Seguin lo anterior, Goodwin y Van
Eaton (2001), sefidan que puede ser definido como la utilizacién de técnicas de manejo
apicola especificas, previo conocimiento de la biologia del pardsito y su hospedero,
disefiadas para reducir los niveles de acaros en una colonia. El desarrollo del control
biologico cultural se debe a diversas razones, entre las cuales destacan €l requerimiento de
produccion organica de miel, sin residuos en los productos, evitar la resistencia quimica en
acaros y la imposibilidad de acceder a onerosos tratamientos quimicos. Sin embargo,
Sammataro et al., (2000), sefidlan que los procedimientos necesarios para gecutar un
control de este tipo suelen ser extremadamente laboriosos y dificilmente aplicables en
apiarios de gran escala debido a alto costo econémico que involucra la mano de obray a
mayor tiempo necesario para su realizacion (De Jong, 1997; Delaplane, 1997; Calatayud,
2002). Procedimientos biol6gicos. Bichler (1994) y Sammataro et al., (2000), sefialan que
estos estan dirigidos principalmente al mejoramiento genético destacando, colonias que
presenten una mayor tolerancia a V. destructor y colonias con alto comportamiento
higiénico.
7.1.17.-Procedimientos culturales

Sammataro et al., (2000) y Caatayud (2002), sefidan que los procedimientos
culturales se dirigen principamente a la alteracion del medio ambiente natural de una
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colmena mediante técnicas de mangjo fisicas y mecénicas, entre las cuaes se encuentran:
utilizacion de humo proveniente de material vegetal, e cua se aplica hacia el interior de la
colmena lo que provoca la caida de los écaros. Este procedimiento se puede complementar
con la utilizaciéon de un tablero pegajoso ubicado en e piso de la colmena, que recoge los
&caros para su posterior eliminacion. Uso de calor a temperaturas de 46 a 48°C para
desprender écaros desde el cuerpo de las abgjas adultas. Este método es muy riesgoso ya
gue las abgas mueren a temperaturas de 49 a 50°C, por lo que su éxito incluso en
combinacion con agentes quimicos, es muy variable (Ritter, 1981; Barriga & Neira, 1988).
La introduccion de panales zanganeros en colonias infestadas, |os cuales se retiran una vez
finaizado e proceso de operculacion de la celdilla, es una medida que permite la
eliminacién de los panales en gue se encuentran los acaros en desarrollo. Ritter (1981) y
Robles (1995), indican que mediante este método se han alcanzado reducciones variables

en el nivel deinfestacion.
7.1.17.1.-Control quimico

Actuamente destacan los tratamientos quimicos y |os tratamientos alternativos (De
Jong, 1997; Delaplane, 1997; Goodwin & Van Eaton, 2001). Segin Fredes (1993), existen
numerosos métodos de tratamiento, cada uno de ellos agrupados segin su modo de
aplicacion, siendo maés usual la fumigacion de las colonias, la aplicaciéon de productos en
los marcos o bastidores, la colocacion de tiras fumigenas en los marcos, 0 asperjando
directamente a las abgjas. Una de las soluciones para este problema es |la alternancia de
acaricidas, cuyo requisito es que pertenezcan a diferentes grupos quimicos, o sea, se
diferencien en e modo de accién, que actien en diferentes sitios de accidon y que sean
aplicados en la dosis precisa (Watkins, 1996; Goodwin & Van Eaton, 2001; Wang et al.,
2002). Por otra parte, muchos de los quimicos sintéticos utilizados habitualmente por los
apicultores tienen la particularidad de ser liposolubles, caracteristica poco deseada debido a
la elevada residualidad presente en la cera, tal es € caso del coumaphos, acrinatring,
fluvalinato, flumetrina, bromopropilato (Goodwin & Van Eaton, 2001; Calatayud, 2002;
Tabla 1).
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Tabla 1. Métodos quimicosy alternativos utilizados en el control de V. destructor.

Métodosde Control ~ Grupo quimico Nombre comun Nombre comercial
Piretroide sintético Fluvalinato Apistan®
Flumetrina Bayvarol®
Quimico Imofenil tiazolidine Cimiazol Apitol®
Formamidinas Amitraz Apivar®
Acido férmico Genérico
Acidos orgénico Acido lactico Genérico
Alternativo Acido oxdlico Genérico
Timol Apiguard®
Aceites esenciales Timol, eucaliptol, Apilife VAR®

mentol, alcafor

Fuente: Ritter, 2001; MF, 2001; SENASA, 2004.

Ademés, muchos quimicos de sintesis que se han empleado, muestran efectos

colaterales indeseables, algunos son toxicos, mientras que otros son cancerigenos y

mutagénicos. Otro de los problemas con los productos sintéticos, es que en su mayoria

presentan consecuencias adversas de contaminaciéon de miel, cera 'y polen (Calderone &
Spivak, 1995).

7.1.17.2.-Control alternativo

El acelerado desarrollo de estas nuevas alternativas de acaricidas naturales, se debe
a la principalmente a problemas como la residuaidad, alta persistencia, toxicidad y la
generacion de &caro resistentes a los ingredientes activos (Calderone & Spivak, 1995).
Segun Imdorf & Charriérre (2003), las sustancias como los écidos organicos (formico,
l&ctico y oxdlico), y algunos aceites esenciales (timol, mentol, alcanfor y eucaliptol, pueden

ser una alternativa o bien complementarse a los métodos de control tradicionales. Sin
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embargo, existen dos problemas debido a la aplicacion de tratamientos inadecuados, siendo
la acumulacién de residuos en la cera 'y miel y algunos aceites esenciales en dosis atas
también afectan alas abejas. Comparativamente con e fluvalinato, este es 800 a 1000 veces
mas toxico en &caros que en abgjas. En tanto, en ciertos aceites esenciales esta relacion
disminuye, siendo ésta entre dos a cuatro veces méas toxico en acaros que en abejas
(Goodwin &Van Eaton, 2001).

7.1.18.-Control con &cidos or ganicos

Los é&cidos organicos estén presentes en forma natural en muchos alimentos, por o
gue las abgjas estan habituadas a convivir con estas sustancias, sin ser dafiadas (Vandame,
2000, Bogdanov et al., 2002). La efectividad de estos productos es variable, ya que
depende de factores tales como la concentracién del producto, periodo de duracion de cada
tratamiento, el método de liberacion, e tipo de colmena, presencia o ausencia de cria y
temperatura ambiente. Entre las principales caracteristicas a reconocer en los acidos
organicos previo a su utilizacién, se encuentran la eficacia, duraciéon del tratamiento, los

efectos adversos documentados en apicultura (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de | os &cidos organicos utilizados en la apicultura para el control
de V. destructor.

Ingrediente Eficiencia Periodode Efectos adver sos Problemas
activo (%) tratamiento deresiduos
Acido 61-98 Finah de verano o Ocasiona en crias, Miel
formico comienzo de primavera  zanganos, obreras

Acido 41-99  2a4l afios Posible en huevos de Miel
l&ctico obreras

Acido 82-99  Otofio Reduccion de crias Miel
oxdico en primavera

Fuente: Vandame, 2000.

7.1.19.-Control con acido férmico

Las técnicas de aplicacion del acido formico son multiples, existiendo diferentes

tipos de dosificadores que permiten su evaporacién, por lo que la temperatura juega un
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papel importante (Higes, 1996). Segun Imdorf & Charriére (2003), indican que la méxima
eficiencia del tratamiento comienza a fines de verano posterior a la mielada, y cuando la
temperatura ambiente diurna es entre 18 a 25°C, y las temperaturas nocturnas no
descienden de los 12°C. Ademas, Vandame (2000), indica que la concentracion de &cido
formico a utilizar se relaciona en forma inversa a la temperatura, segin se observa en la
Tabla 3. Una ventgja de utilizar el &cido formico en comparacion a ciertos acaricidas de
sintesis, es su elevada volatilidad. Esta caracteristica le permite evaporarse en tan solo tres
semanas, y en consecuencia, no contamina los productos de la colonia (Vandame, 2000).
El &cido férmico actla dentro de la colonia matando a acaro por medio de los gases
producto de la evaporaciéon, ya que la colonia se satura del gas y la mueren por
acidificacion (Imdorf et al., 1999; Vandame, 2000). Respecto al sitio de accién, e acido
formico actta inhibiendo el complejo citocromo oxidasa mitocondrial, causando asfixia de

tejido con la consecuente muerte celular (Maduh et al., 1990).

Tabla 3. Concentracion de &cido formico, recomendada segin |a temperatura ambiental .

Concentracién del producto  Temperaturas recomendadas

50% v/v de &cido férmico >30°C
60% Vv/v de &cido férmico 25-30°C
70% v/v de &cido férmico <25°C

Fuente: Vandame, 2000.

7.1.20.-Aceites esenciales

Segun Imdorf et al., (1999), en e control de V. destructor han sido probados cerca
de 150 diferentes tipos de aceites esenciales, pero solo unos pocos han resultado efectivos
en pruebas de campo (Gal et al., 1992; Calderone & Spivak, 1995; Amrine et al., 1996;
Imdorf et al., 1999), entre otros, |os cuales sefialan que su utilizacion es influenciada por la
temperatura, ya que en climas o estaciones frias la volatilizacion se ve afectada
negativamente y no produce € efecto deseado en los &caros, que es eliminar o repeler. En

cambio, aplicado con temperaturas extremadamente dtas, se presentan problemas de
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agitacion y muerte de abejas. Uno de los motivos que generd la investigacion en el uso de
estos compuestos, fue evitar la resistencia de V. destructor y la residualidad en los
productos y subproductos de las abejas, condicién que presentan la mayoria de los
acaricidas de sintesis. Sin embargo, a contrario de los acidos organicos, los aceites
esenciales se acumulan temporalmente en la miel y cera, pero estos residuos no son
importantes desde el punto de vista toxicolégico (Imdorf et al., 1996; Goodwin & Van
Eaton, 2001). Se ha demostrado que concentraciones de 5 a 15 ug de timol, 50 a 150 ug de
alcanfor y 20 a 60 ug de mentol por litro de aire, eliminaron mataron cerca del 100% de
&caros sin evidenciarse efectos adversos en abejas. Sin embargo, €l eucaliptol aplicado en
dosis de 240 ug por litro, generé una mortalidad del 100% de la poblacion de V. destructor,
pero elimind a 25 % de las abegjas de la colmena tratada (Imdorf et al., 1995). Segln
Vandame la utilizaciéon de cristales de timol, en dosis de 8 g por colmena disueltos en
acohol o simplemente en polvo. Esto es para una aplicacion que dura siete dias,
consistiendo € tratamiento de 2 o 3 aplicaciones, obteniendo una eficiencia cercana a 82%.

7.1.21.-Método de aplicaciéon delos aceites esenciales

Segun lo sefialado por Imdorf et al., (1999), dada la naturaleza de estos productos,
el método mas apropiado para la aplicacion de aceites esenciales y sus componentes es la
evaporacion pasiva, lo cual se logra mediante la utilizacion de sustratos inertes, facilmente
disgregables, los cua es se impregnan con una solucion liquida de los aceites esenciales que
luego se liberan lentamente. La facilidad de disgregacion del sustrato, ayuda a que las

abgjas distribuyan dicho e emento en € interior de su colmena (V andame, 2000).
7.1.22.-Modo de accién de los aceites esenciales

Segun Imdorf et al., (1996), los aceites esenciales y sus componentes exhiben
actividades acaricidas, actuando ya sea como repelente, atrayente o bien teniendo efectos
sobre la reproduccion de V. destructor, agregan que se han encontrado algunos aceites y
compuestos derivados de estos que pueden causar la muerte, o efectos adversos sobre V.
destructor, a través de dos mecanismos de accion: Toxicidad por contacto directo:

Disminucion de la reproduccion de los acaros, por medio de la alimentacion con jarabes
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que contengan aceites esenciales (Amrine et al., 1996). Segun sefida Imdorf et al., (2003),
diversas empresas han desarrollado acaricidas formulados en base a aceites esenciales o
mezclas de estos, especializados en control de V. destructor, los que han debido ser
sometidos a numerosos estudios para determinar su eficacia y efectividad en diferentes
climas y condiciones, existiendo una amplia variedad de éstos disponibles en e mercado
(Tabla 4).

Tabla 4.- Composicién quimica principal de algunas especies vegetal es

Nombre cientifico Nombrecoman  Composicion quimica principal
Thymus vulgaris L. Tomillo Geraniol, carvacrol, borneol, linaol,
timol.

Eucaliptol (70-80%) a- B- pineno, p-

Eucalyptus globulus Labill Eucalipto cimeno, d-limoneno, felandreno, etc.

Mentha x piperita Menta Mentol, mentona, acetato de mentilo, etc.
var.piperita L
Cinnamomum canphora L Alcanfor Safrol, alcanfor.
Carvacrol (58%), para cymene (17%),
Thymus capitatum L. Orégano (6%), timol (2%), a- B- pineno, ©-
terpineno, etc.
Salvia officinalis L. Salvia Tuyona.

Fuente: Imdorf et al., 2003.

7.1.23.-Especie vegetal en estudio: Croton humilisL.

Con base en criterios del género Croton de la familia Euphorbaceae, de distribucion
tropical comprenden 2053 especies descritas y de estas, solo 1195 aceptadas (Salamanca &
Sanchez, 2009). La clasificacion actual de la planta en estudio se muestra a continuacion
(Martinez et al., 2002).

Reino Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
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Subclase: Rosidae

Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamila Crotonoideae
Tribu: Crotoneae
Género: CrotonL.
Especie: Croton humilisL.

Se han registrado cerca de 1000 especies de Croton en los tropicos y subtropicos de
todo & mundo, posteriormente cerca de 127 especies en México y 32 en el area de laflora
de la Peninsula de Y ucatan (Carnevali et al., 2005).

7.1.24.-Distribucion en la Peninsula de Yucatan

La distribucion de la familia Euphorbaceae en abundancias en la peninsula de
Yucatan, debido a que estudios de flora y los listados floristicos son herramientas
fundamentales para € conocimiento de la diversidad biol6gica de un pais o regién (Sousa
& Cabrera, 1983; Gutiérrez, 2000).
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Figura 1: Distribucion Euphorbaceae en abundancias en la peninsula de Y ucatan
(Sousa & Cabrera, 1983).

7.1.25.-Descripcion general de la familia Euphorbaceae

Son éarboles, arbustos o hierbas. Con hojas aternas o subopuestas debajo de las
inflorescencias terminales, a veces palmadamente lobadas, pinnatinervias o pamatinervias;
pecioladas, muy frecuentemente estipuladas, frecuentemente glandulares con tricomas, a
menos en partes, estrellados o lepidotos, con latex al redlizarle un dafio en el tallo que oxida
a color rojo; borde ligeramente aserrado y con un par de glandulas en la base, que se
visualiza por € envés de lamina. Las hojas que caen tornan de un color naranja. Plantas
monoicas o0 raramente dioicas. Flores en racimos 0 espigas terminales o axilares; flores
estaminadas con sépalos mayormente 5, imbricados o valvados, pétalos 5 o raramente
ausentes, imbricados, disco entero o disecado, estambres mayormente 8-50, libres,
filamentos inflexos en la yema, pistilodio ausente; flores pistiladas sésiles o pediceladas,
sépalos mayormente 5-7, imbricados o valvados, enteros o dentados, pétalos 5 ¢ ausentes,
disco generalmente entero o lobado, ovario 3-locular, 1 6vulo por loculo, estilos libres o
cas asi, bifidos o bipartidos a multifidos. Fruto capsular; semillas caruncul adas.
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7.1.26.-Caracteristicas

Como todas las euforbiaceas, las plantas del género Croton contienen un latex
blanco, muy venenoso, que fluye cuando se corta una rama o una hoja, este latex, de color
blanquecino, esta compuesto de agua, granulos de almidon, alcaloides, enzimas, sustancias
proteicas, resinas y gomas.
7.1.27.-Croton humilisL. " 1k ja'aban”

El Croton humilis o "Ik jaaban" (nombre maya), pepperbush (inglés) es un
pequefio arbusto de hasta un metro de altura, de hojitas color verde grisaceos, con pequefias
vellosidades y que a frotarlas exhadlan un aroma similar a de la savia. En medicina
tradicional tiene diversos usos. para curar € paudismo, diaforético (provoca sudor
abundante para eliminar toxinas y microbios), estimulante y expectorante. También se le
emplea para curar la sifilis, Ulceras cronicas, sarna, infecciones de la piel y trastornos
urinarios. Sin embargo, hay que tomar ciertas precauciones en € manejo de esta planta, ya
que si cae en lapid € jugo de sus hojas o tallos produce una molesta irritacion que tarda
tiempo en quitarse; también hay que evitar que €l jugo tenga contacto con los 0jos, ya que
puede causar ceguera. El cocimiento se debe preparar con muy pequefia cantidad de la
planta ya que contiene sustancias activas muy fuertes que pueden resultar toxicas (Standley,
1930; Souza, 1942; Adrews, 1979; Sadlamanca & Sanchez, 2009; Carnevali et al., 2005).

7.1.28.-Vegetacion

La planta C. humilis proviene de vegetaciones secundarias derivada de selvas bgjas,
las flores y frutos retiene el rocio en esta planta, es conocido como maleza en la Peninsula
de Y ucatan, puede producir quemaduras en la cdrnea, que si son graves resultan en ceguera.
Posteriormente su distribucion genera es en Estados Unidos de Norteamérica (Florida) y
Las Antillas y la distribucién en México principamente en la Peninsula Y ucatan, Chis.,
N.L., Zonas., Templadas. Y su habitat: SBC,VS, y posteriormente & Clima
AwO0, AwO(x"), Awl(x") (Roys, 1931; Carnevali et al., 2005).
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7.2.-Capitulo 2

7.2.1.-Evaluacioén de extractos etandlicos de Croton humilis L. (Euphor biaceae) para €
control alternativo del acaro Varroa destructor (Acari: Varroidae) en Campeche,
México
Evaluation of ethanolic extracts of Croton humilisL. (Euphorbiaceae) for the
alternative control of the mite Varroa destructor (Acari: Varroidae) in Campeche,

Mexico
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7.2.2.-Resument

La varroosis es considerada uno de los principales problemas sanitarios que afectan a la
apicultura a nivel mundial, y es ocasionada por e é&caro Varroa destructor (Acari:
Varroidae). Entre los dafios producidos por V. destructor a las abejas meliferas destacan la

deformacion de aas, patas, torax y abdomen, hasta la pérdida total de la colmena. En este
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estudio evallo entre septiembre 2018 y abril 2019, € efecto de extractos etandlicos (EE)
obtenidos de diversas partes de la planta (hojas, tallos y raices) de Croton humilis L.
(Euphorbiaceae) a siete concentraciones (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50%; con cuatro
repeticiones), como una aternativa para el control de V. destructor en colmenas de abejas
meliferas en € estado de Campeche, México. Los bioensayos consistieron en exponer a V.
destructor alos EE durante 24 horas, asi como también evaluar el efecto sobre individuos
de A. mellifera infestados con V. destructor durante 72 horas. Se observo una mortalidad
del 100% de V. destructor a EE de obtenido de la hojas, tallo y raiz de C. humilis, (p
>0.05). La mayor mortalidad se observo las primeras dos horas después de que los acaros
fueron expuestos a EE en todos los tratamientos. Con respecto con la mortalidad de V.
destructor sobre A. mellifera, se registrd6 una mortalidad a partir de la concentracion del
20% en el T1y a30% enlos T2 y T3. Un tamizge fitoquimico indicd la presencia de
saponinas esteroidales, lactonas, grupo amino, taninos, flavonoides, alcaloides,
cardenolidos y leucoantocianidinas. Se concluye que los E.E. de C. humilis presentan una
aternativa para e control de V. destructor. Sin embargo, es importante realizar otros
estudios para conocer la presencia de residuos de los extractos en la miel de la colonia
tratada.

Palabras clave: Mortalidad, Varroosis, Apis mellifera, Varroa destructor, Croton humilis.

7.2.3.-Abstract:
Varroosis is considered one of the main health problems that affect beekeeping worldwide,
and is caused by the mite Varroa destructor (Acari: Varroidae). Among the damage caused

by V. destructor to honey bees, the deformation of wings, legs, thorax and abdomen stands
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out, up to the total loss of the hive. In this study we evaluate between September 2018 and
April 2019, the effect of ethanolic extracts (EE) obtained from various parts of the plant
(leaves, stems and roots) of Croton humilis L. (Euphorbiaceae) at seven concentrations (O,
5, 10 , 20, 30, 40, 50%; with four repetitions), as an alternative for the control of V.
destructor in honey bee hivesin the state of Campeche, Mexico. The bioassays consisted of
exposing V. destructor to the EE for 24 hours, as well as evauating the effect on
individuals of A. mellifera infested with V. destructor for 72 hours. A mortality of 100%
was observed of V. destructor at EE obtained from the leaves, stem and root of C. humilis,
(p> 0.05). The highest mortality was observed the first two hours after the mites were
exposed to EE in al treatments. Regarding the mortality of V. destructor on A. mellifera, a
mortality was recorded from the concentration of 20% in T1 and 30% in T2 and T3.
Phytochemical screening indicated the presence of steroidal saponins, lactones, amino
group, tannins, flavonoids, akaloids, cardenolides, and leukoanthocyanidins. It is
concluded that the EE of C. humilis present an alternative for the control of V. destructor.
However, it is important to carry out other studies to know the presence of residues of the

extracts in the honey of the treated colony.

7.2.4.-Introduccién

La varroosis es una parasitosis causada por el acaro Varroa destructor™®, que afecta a las
abgjas meliferas (Apis mellifera L.) y es considerado uno de los principales problemas
sanitarios que afectan a la apicultura a nivel mundial®®. Este 4caro se alimenta de la

hemolinfa de las abejas obreras, reinas y zanganos'>®. Entre los dafios ocasionados por V.
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destructor, destacan la deformacion de alas, patas, térax y abdomen de las abejas
infestadas, hasta la reduccion del contenido de proteina del cuerpo de la abgja, la reduccion
del periodo de vida por debilitamiento, asi como la incapacidad de volar®”. Ademas, las
colonias de abgjas infestadas y que no reciben tratamiento para el control del acaro pueden
llegar a colapso (pérdidatotal de la colonia) después dos o cuatro afios de haber iniciado la
infestacion®.

En este contexto, en México se realizd un estudio para evaluar € efecto perjudicia de la
varroosis en la produccién de miel, observandose que colonias tratadas con fluvalinato en
contra de V. destructor producen hasta un 65% mas de miel en comparacion a colonias no
tratadas’®. La varroosis se ha convertido en una preocupacion mundial para la produccion
de miel desde que se extendié a Europay América®. En el pais el primer registro del dcaro
V. destructor ocurrié en 1992 en Veracruz, luego se extendié a diversas regiones!”. En la
peninsula de Y ucatan se registro por primera vez en Campeche (1993), seguido de Y ucatan
(1994), y Quintana Roo (1995), ocasionando diversos dafios a la actividad apicola®. Para
reducir €l dafio ocasionado por el &caro V. destructor alas colonias de abejas A. mellifera,
se desarrollaron diversos productos para su control, entre los que destacan los tratamientos
quimicos (fluvainato y fluometrina), los cuales son los mas utilizados a nivel mundia por

su elevado porcentgie de eficacia®*™

. Sin embargo, se ha observado que algunas
poblaciones de V. destructor han desarrollo resistencia a los ingredientes activos de los
tratamientos quimicos®***. Aunado a la inadecuada aplicacion de los productos quimicos
(autorizados o0 no), que ha ocasionado la acumulacion de residuos de productos quimicos

como en miel y cera de la colonia tratada®'>**'¥. Por tal motivo, con la finaidad de

encontrar nuevas estrategias para su control y que a la vez reduzcan la probabilidad de la
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aparicion de resistencia alos productos quimicos aplicados y la acumulacion de residuos en
la colmena tratada se continCian realizando investigaciones“!>9. Entre las aternativas de
control se encuentran la introduccion de abejas resistentes al acaro V. destructor, acidos
organicos, extractos vegetales y aceites esenciales™”®. Por lo anterior, se evaltio el efecto
de los extractos etandlicos (EE) de Croton humilis L. a diferentes concentraciones como

unaalternativa para el control de V. destructor en Campeche, México.

7.25.-Materialesy métodos

7.2.6.-Obtencioén de extractos etandlicos

La recolecta del material vegetativo (MV), para la obtencion de los extractos etandlicos
(EE) de Croton humilis se realizd de septiembre a octubre del 2018, en horario de 7:00 a
9:00 am, en una selva mediana subcaducifolia dentro la Unidad de Conservacion de la
Flora Nativa de la Peninsula de Yucatan (19°43°4’N, 90°25°9°°0) del Instituto
Tecnolégico de Chind (IT Chind), Campeche, México™ EI MV fue procesado en el
Laboratorio de Agroecosistemas y Conservacion de la Biodiversidad, donde fueron secados
y separados en hojas, tallos y raices, luego colocados en una estufa de secado TR-450
(Clevenger®), a una temperatura de 60°C, 72 h aproximadamente. Posteriormente, & MV
fue triturado y tamizado; de cada muestra de la planta se tomé 500 g y se colocd en un
frasco de vidrio color ambar, para posteriormente agregar 1.5 litros de etanol a 96%. Las
muestras se degjaron reposar durante 36 horas, para luego eliminar los restos del MV. El
liquido resultante, fue filtrado (papel filtro Whatman® grado 1) para retirar particulas mas

pequeias, posteriormente 500 ml fueron sometidos a extraccion por destilacion con un
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Rotavapor (Clevenger® R-300, a 70°C por tres horas); luego se recuperé el concentrado del
EE (9 ml de raiz, 12 ml de tallo y 15 ml de hoja). Los EE fueron almacenados en
refrigeracion a5 °C 2. Con los EE se establecieron tres tratamientos: T1= EE de hojas,
T2= EE detalosy T3= EE deraices; cadatratamiento cont6 con siete concentraciones 0, 5,

10, 20, 30, 40, 50% (C0-50%) y cada uno con cuatro repeticiones.

7.2.7.-Obtencion de acaros V. destructor pararealizar bioensayos

Inicialmente se determind €l nivel de infestacion de acaros (NI) en abejas adultas de un
apiario experimental ubicado en e IT China. Se seleccionaron 15 colmenas de abgjas tipo
Langstroth de dos cuerpos (cAmarade criay alza), las cuales fueron muestreadas de manera
individual, y en cada una se recolectd de 250 a 300 abejas adultas con un frasco de pléstico
tipo pet con capacidad de 250 ml, conteniendo alcohol etilico a 70%; posteriormente cada
muestra se agito durante 15 minutos para que desprendieran los acaros®?, e NI se

determind con la siguiente férmula:

Numero de acaros

Nivel de infestacion = — —X
Numero de abejas

Tomando como base e NI, se seleccionaron cinco colmenas con & mayor NI,
identificandose y retirdndose cortes de 10 x 10 cm de panales de crias de abejas obreras a
punto de emerger (pupas con 0jos morados); estas fueron incubadas dentro de cagjas de

maderaa 30°C y con una humedad del 70% por un periodo de 24 horas. Una vez emergidas
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las abejas infestadas con V. destructor, |os écaros fueron separados y colocados en cajas de
Petri; estas cgjas contaban con orificios para facilitar € flujo de aire, y nuevamente fueron
colocadas en las incubadoras de madera con la misma temperatura y humedad previamente

indicada®.

7.2.8.-Actividad acaricida en V. destructor

El efecto acaricida de los EE de C. humilis en V. destructor, se evalu6 mediante la
aplicacion del EE a una altura de 10 cm, con un aspersor calibrado (0.9 ml del EE, a una
superficie de 60 x 5 mm), en cgas de Petri, con 15 individuos de V. destructor;
posteriormente se contabilizaron los &caros muertos a intervalos de dos horas por 24
horas'®. Lo anterior, se realizé con los tres tratamientos (hoja, tallo y raiz), para cada una
de sus concentraciones (5, 10, 20, 30, 40 y 50%), con cuatro repeticiones®?). (cada caja

de Petri contenia cinco pupas de abgjas para la alimentacién de |os &caros).

2.2.9. Efecto delaactividad acaricidaen A. mellifera

Para evaluar e efecto acaricida de los EE de C. humilis en A. mellifera, se procedi6 a una
ampliacion de las horas de monitoreo a 24, 48 y 72 horas, esto con € fin de evaluar la
mortalidad en abejas adultas’®?.

2.2.10.-Tamizajefitoquimico
Para identificar la presencia de metabolitos secundarios en C. humilis (alcaloides,

benzoquinona, cardenolidos, flavonoides, grupo amino, lactonas, leucuantocianidinas,
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guinonas, saponinas, saponinas esteroidales, taninos, xantonas y flavonas), se tomé un 1 ml
de los extractos de raiz, tallo y hoja ®. Los criterios utilizados para la identificacion de la
presencia de metabolitos secundarios fueron seis categorias. muy abundante (++++),

abundante (+++), moderada (++), escasa (+), ausencia (-), dudoso (+)®.

2.2.11.-Andlisis estadistico

Para determinar la mortalidad por el efecto del EE en V. destructor y Apis mellifera, se
obtuvo las medias de los EE deraiz, tallo y hojas de cada concentracion (5, 10, 20, 30, 40 y
50%) con sus respectivas cuatro repeticiones. A estos mismos datos se le realizé un andlisis
de varianza (ANDEV A) no paramétrica con la prueba de Kruskal Wuallis, lo cua permitio
comparar la actividad entre concentraciones y extractos con un nivel de significancia de p <
0.05. Estos andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico InfoStat version
2008®. Por otro lado, se calcularon los valores de concentracion méas baja con efecto

observado y concentracion sin efecto observado utilizando estadistica descriptiva.
2.2.12.-Resultados

Los EE presentaron efectos acaricidas en contra de V. destructor (Cuadro 1), pero no se

observaron diferencias estadisticas en la mortalidad del acaro (p >0.05) causada por €

origen del extracto T1 (hoja), T2 (talo) y T3 (raiz). Sin embargo, si se observé dentro de

cada tratamiento a diferentes concentraciones (p<0.05).
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2.2.13.-Extractos etandlicos de hojas, tallo y raiz

El porcentgje de mortalidad del &caro V. destructor debido al efecto del EE de hojas (T1), y
evauado durante las 24 horas presentd una diferencia significativa (p <0.05) entre los
resultados obtenidos para cada una de las concentraciones probadas. Se observo que €
mayor nimero de individuos del acaro muere a las primeras dos horas después de haber
sido expuesto a EE; siendo mayor este porcentaje a una C40%, seguido de la C50%
(Figura 1). La mortalidad natural observada en € tratamiento testigo (C0%) se observo
hasta 16 horas post-tratamiento. En la Figura 2, se observa la mortalidad de V. destructor a
intervalos de dos horas, durante las 24 horas de monitoreo. Como se puede observar, la
mayor mortalidad se presenté en el lapso de las dos primeras horas de exposicion a los
tratamientos.

El porcentaje de mortalidad del &caro V. destructor debido a extracto del tallo (T2), a
igua que & obtenido de hojas (T1), ocasion6 la mayor mortalidad de V. destructor a las
primeras dos horas después de haber sido aplicado, siendo mayor en la C10 y C 30%, en
comparacion con las demas concentraciones (Figura 3). La mortalidad en € tratamiento
testigo se observl hasta las 16 horas post-tratamiento. En la Figura 4 se presenta €l
promedio de datos acumulados de V. destructor observados muertos en las cuatro
repeticiones de cada una de las concentraciones evaluadas y durante las primeras 24 h de
muestreo.

El porcentgje de mortalidad del é&caro V. destructor debido a extracto de raices (T3)
presentd mortalidad de V. destructor en todas |las concentraciones evaluadas a las primeras

dos horas, excepto en la C10 % (Figura 5). El tratamiento testigo presenté mortalidad hasta
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las 16 horas. En lafigura 6 se presenta el promedio acumulado de datos acumulados de V.

destructor muertos detectado durante el monitoreo aintervalos de dos horas (Figura 6).

2.2.14.-Actividad acaricida de C. humilisen A. méllifera

La evaluacion de la actividad acaricida (AA) en A. mellifera infestadas con V. destructor
causd mortalidad en el acaro y en menor medida en A. mellifera. Se probaron las diferentes
concentraciones de los extractos obtenidos, observandose diferencia estadistica
significativa (p <0.05) en los resultados de los tratamientos en sus diferentes

concentraciones alas 24, 48y 72 horas.

2.2.15.-Mortalidad de V. destructor y A. mellifera expuestos a los extractos etandlicos

La mortalidad de V. destructor y A. mellifera expuestos a extracto de C. humilis obtenido
de hoja presento diferencia significativa (p <0.05) cuando se aplicd a diferentes
concentraciones (Figura 7). La C5 y C10%, son las que presentan una mejor opcion para el
control del &caro debido a que no causaron mortalidad en las abegjas, pero si de V.
destructor, con un 63% (Figura 8). Por su parte la C40 y C50% presentaron una mortalidad
del 93% de abegjas y de un 100% en los acaros durante las 72 horas de eval uacion.

En la Figura 9 se puede observar que las C5, C10 y C20% no causaron mortalidad en A.
mellifera, pero si ocasionaron la muerte de un 58% en V. destructor, mientras que la C30 %
causo una mortalidad en abejas de un 8 % y las C40 y C50% condujeron a una mortalidad

del 95 % de éstas. Por otro lado, la C50 %, presentd la mayor mortalidad de A. mellifera
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dentro de las primeras 24 horas del bioensayo. En la Figura 10, se observa la mortalidad de
V. destructor en todas las concentraciones las primeras 24 horas.

Se observ6 una mortalidad en A. mellifera en las C30, C40 y C50% (figura 11). La C30%
presentd la mayor mortalidad a las 24 horas, con un 5% de mortalidad de A. mellifera;
mientras que la C40% present6 la mayor mortalidad a las 48 horas, con un 55%. La C50%
present6 la mayor mortalidad de A. mellifera a las primeras 24 horas, con un 85%. Por su
parte, la C50% causo el 86 % de mortalidad de V. destructor mientras que las C30 y C40 %
presentaron un 78 % de mortalidad, siendo por lo tanto ambas menos efectivas. Sin
embargo, las C5, C10 y C20 % no presentaron mortalidad en abgjas, aunque si afectaron al
53% de los acaros sujetos a estudio. Cabe mencionar que se presenté mortalidad en €
grupo testigo; lo anterior puede explicarse en los posibles dafios fisicos derivados del
manegjo. En todos los tratamientos evaluados se observaron resultados con significancia
estadistica (p <0.05) en cuanto a la mortalidad detectada a aplicar las distintas

concentraciones, con respecto a testigo (figura 12).

2.2.16.-Tamizaje fitoquimico

En e Cuadro 2, se pueden apreciar los resultados obtenidos mediante e tamizae
fitogquimico de los extractos de hojas, tallos y raiz. En general, en los tres EE se detectaron
saponinas esteroidales, lactonas, compuestos nitrogenados con grupos amino, taninos,
alcaloides, cardendlidos y leucoantocianidinas; éstos Ultimos se presentaron en mayor
abundancia en hojas, en tallos no se observo la presencia de dichos metabolitos. En € EE

de raiz no se observé la presencia de saponinas esteroidales ni taninos.



2.2.17.-Discusion

2.2.18.-Actividad acaricida de C. humilisen V. destructor

El EE de C. humilis presentd6 AA y se considera fuente de principios bioactivos con uso
potencial en el control V. destructor. La AA de los EE obtenidos de diferentes plantas se ha
relacionado positivamente con la presencia de saponinas esteroidales, taninos, flavonoides
y alcaloides, entre otros compuestos acaricidas'®®?”). En este estudio, € EE de C. humilis
causoO una elevada mortalidad de V. destructor, en todos los tratamientos con sus diferentes
concentraciones, pero observandose en un 100% con e T1 (Cuadro 1); estos resultados
concuerdan con otro estudio donde se encontré un efecto de repelencia que impidié que las
hembras de V. destructor se posaran sobre las pupas de abejas, como resultado de la
aplicacion de aceites esenciales de Salvia officinalis L. y Chenopodium sp.?®. Otros
estudios realizados sobre la aplicacién de EE provenientes de tallo y raiz de Croton
leptostachyus Kunth, utilizando una concentracion de Clsy (11.883 + 1.132 mg/l)
ocasionaron una mortalidad de V. destructor causando dafio estructural por su
toxicidad®Y,

Cabe mencionar, en e presente estudio e EE de C. humilis no presentd diferencia
significancia estadistica (p >0.05), entre los tratamientos T1, T2, y T3, demostrando que los
EE obtenidos de cualquier parte de la planta provocan la mortalidad de V. destructor. Sin
embargo, se presento significancia estadistica cuando las distintas concentraciones fueron

monitoreadas a intervalos de dos horas (p <0.05). En general, se observd que la mayor
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mortalidad se presenta durante las primeras dos horas de exposicion a EE en todos los
tratamientos, los cuaes coinciden con un estudio donde se usaron aceites esenciales
extraidos de la corteza de Croton malambo H. Karst., con una actividad ata de los
metabolitos (DLsy de 262 ppm), obteniéndose un porcentaje de mortalidad maxima del
42.79 *+ 2.52% después de 90 min de exposicion, dependiendo la mortalidad de los acaros
deladosis del aceite esencial utilizada®.

El EE obtenido del tallo caus6 una mortalidad del 98% en C50 y C40%. Asimismo, la
mayor mortalidad ocurrié en las primeras dos horas de exposicion al EE. En este sentido, se
han realizado trabajos con un aceite esencial obtenido de Asarum sieboldii Miq. (42.18%),
el cual causo toxicidad de contacto y efecto fumigante contra V. destructor, exhibiendo una
mortalidad del 100% a las 2.5 horas de exposicion en recipientes cerrados con una DL s de
contacto de (37.7 pg/em?)®®. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado para aceites
esenciales extraidos de variedades de C. malambo, observandose una mortalidad en V.
destructor del 63 al 65.4%, usando variedades recolectadas en Colombia y Venezuela,
respectivamente® 3. A pesar de que el mecanismo exacto de accion téxica del EE de C.
humilis y sus congéneres es desconocido, algunos trabgjos readlizados con extractos
aplicados en V. destructor, mencionan que éstos actlan inhibiendo a acetilestereasa, una
enzima responsable de la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina, llevando
eventualmente ala pardlisis del parasito e insectos®®.

Es importante mencionar que se ha demostrado que productos quimicos como € Apistan®
es efectivo en e control del acaro con un valor promedio de 85,38%, seguido de Bayvarol®
(83,83%), Apitol® y Folbex® (62,78%). Estos productos son considerados actualmente

como los mejores tratamientos para € control de V. destructor. Ademas, son de fécil
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aplicacion, larga duracion y con una efectividad superior a 99%, pero son toxicos paralas
abejas™. En estudios realizados para determinar la letalidad de V. destructor con extracto
de orégano (Lippia graveolens Kunth var. berlandieri Schauer); se observo una mortalidad
del 80%, que se obtuvo a las 48 horas, aplicando una solucion a 1%, mientras que con las
soluciones a 0.1 y 0.5% los porcentsjes de mortaidad fueron del 40%®®, utilizando
soluciones de acuerdo a la férmula propuesta por Colin®. Cabe mencionar que en el
presente estudio € EE obtenido de raices no presentd algunos metabolitos secundarios,
similar a lo reportado en estudios realizados con extractos de C. leptostachyus™.
Finalmente, la mortalidad de 23% observada tras 16 horas de evaluacion en |os tratamientos
testigo en e presente estudio concuerda con e porcentagje observado en extractos de
orégano (L. graveolens var. berlandieri), donde se presentd una mortalidad del 18%

durante la evaluacion de |os organismos de las cajas Petri®®).

2.2.19.-Actividad acaricida de C. humilisen A. mdlifera

El EE de C. humilis causd una mortalidad en atas concentraciones en los diferentes
tratamientos, con una diferencia estadistica significativa (p <0.05) para los distintos
tratamientos y concentraciones (24, 48 'y 72 horas). El T1 no causd mortalidad de abejas A.
mellifera cuando se aplicd a concentraciones C5 y C10%. Estos resultados coinciden
cuando se evallo concentraciones del 3, 4, y 5% del acaricida timol sobre V. destructor en
condiciones naturales y en la toxicidad sobre crias de A. mellifera adultas, encontrandose
un 90% de mortalidad en € acaro; ademas, encontraron que la concentracion a 5% de

timol no causd mortalidad en A. mellifera durante las 72 horas de evaluacion®. En d
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presente estudio la mortalidad de V. destructor y A. melifera dependié de las
concentraciones aplicadas y, con base en los resultados obtenidos en € tamizae
fitoquimico, debido ala presencia diferencial de metabolitos secundarios presentes en cada
tratamiento. Evaluaciones realizadas con e aceite esencia de Piper aduncum subsp.
Ossanum, se observo que € efecto acaricida se evidenci6 a las 24 horas. La sobrevivencia
de las abgjas fue evaluada hasta las 72 horas, donde posteriormente se obtuvo una
mortalidad en abejas del 7% en unadosis de 5 ml y 100% en la dosis de 125 ml“?. En este
estudio se observd que los EE de C. humilis en las concentraciones del 50% causan
mortalidad del 100 % en A. melliferay en V. destructor.

Se ha observado que altas temperaturas provocan la rapida evaporacion de los aceites
esenciales, causando efectos adversos sobre las abejas*?. Este estudio se desarroll dentro
del rango éptimo de temperatura (29 y 30°C) 4% y se observé que a atas temperaturas se
reducia la efectividad del EE. En este sentido, también la efectividad del timol se redujo
con e incremento de la temperatura®™“?. En este estudio, en los testigos no se observé
mortalidad de A. mellifera durante las 72 horas de monitoreo en los bioensayos en cgjas de
Petri, parala mortalidad de V. destructor se ha reportado que también puede ser posible a
dafios fisicos causados durante €l manejo y extraccion en las cajas Petri 0 atas temperaturas
presentes durante la evaluacion®. La toxicidad de C. humilis frente a A. mellifera puede
deberse a la exposicion completa del extracto; la cual puede estar asociada a efecto del
contacto directo, inhalacion y/o ingestion de dicha sustancia. Nuestros resultados sugieren
que €l efecto acaricida de los EE en contra de V. destructor esta asociado en gran parte ala
actividad de los componentes presentes en ellos“®). Dicho efecto letal fue superior dentro

de las primeras 24 horas posteriores a su aplicacion. Sin embargo, es posible que la
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toxicidad de los componentes de estas mezclas naturales se produzca por contacto directo
y/o ingestion. De hecho, se ha planteado que los tratamientos donde se aplica timol solo por
evaporacion no resultan suficientemente efectivos siendo necesario que la abeja entre en

contacto con el principio activo paraque el tratamiento sea eficaz*”.

2.2.20.-Tamizaj e fitoquimico

Se detectd la presencia de saponinas esteroidales, metabolitos nitrogenados con grupo
amino y alcaloides en relativa abundancia en hojas y en menor abundanciaen talo y raiz.
También se han encontrado en C. leptostachyus como carbohidratos, saponinas, terpenos,
esteroides y polifenoles en relativa abundancia en EE de talos, hojas y raiz; los
carbohidratos reductores, e material de sapondsidos y los compuestos de naturaleza
terpénica o esteroidal principalmente en hojas®. Asimismo, se ha mencionado que el
etanol es e solvente adecuado para redlizar la extraccion®. Se ha observado que la
concentracion de los metabolitos secundarios se puede observar en mayor cantidad en
hojas. Los Unicos fitocompuestos encontrados con abundancia en laraiz de la plantay bajo
las condiciones del ensayo son lactonas y grupos amino. En e EE de C. leptostachyus
preparado a partir de raiz los fitocompuestos encontrados con abundancia fueron los
alcaloides®. La variacion entre 6rganos, edad del vegetal, temporada de cosecha,
ubicacion geogréfica y en la polaridad del solvente extractor, podria constituir una
restriccion adicional “®.

Por otra parte, se han encontrado numerosos efectos benéficos de los compuestos naturales

producidos por las plantas (antocianinas, saponinas, taninos, flavonoides, alcaloides, acidos
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fendlicos etc.) sobre padecimientos degenerativos y diversas enfermedades®® 0. La
bioactividad de estos metabolitos va mas ala de la accion acaricida, pues también se ha
detectado su efecto medicinal y actividad antimicrobiana® %2, Lo anterior daria soporte, a
menos parcialmente a las observaciones obtenidas en este estudio, ya que e extracto C.
humilis contiene sustancias activas que pudieran resultar téxicas. Por gemplo, se ha
reportado que las saponinas esteroidales, grupo amino, flavonoides y alcaloides presentan
actividad biolégica® ®). Por otro lado, la aparicion de dichos metabolitos secundarios
principalmente en las hojas podria interpretarse como parte principal del sistema de defensa
de la planta contra patégenos y herbivoros® 0. Este tipo de compuestos conforma uno de
los grupos de metabolitos secundarios més diversos encontrados en |0s organismos Vvivos.
Cabe mencionar que se ha encontrado que la gran diversidad de sus estructuras quimicas
posible corresponde con igual variabilidad de bioactividad®”. Por tanto, la presencia de
estos constituyentes en los extractos de hojas, tallos y raices de C. humilis podria deberse a
que actian como una herramienta de defensa de la planta durante la competencia por
nutrientes con otras especies vegetales, especiamente en suelos nutricional mente pobres o
con abundancia de patégenos®®. En C. humilis pudieran estarse sintetizandose en tallos y
raiz, siendo la hoja & receptaculo escogido por e vegetal para depositarlos, siendo también
las hojas @ drgano sumidero para las saponinas esteroidales, compuestos nitrogenados y
flavonoides.

Nuestros resultados permiten afirmar que e efecto biocida de los EE evaluados sobre el
acaro estd asociada a conjunto de metabolitos secundarios encontrados, fundamentalmente
a los de naturaleza alcaloide, saponinas esteroidales, grupo amino, flavonoides. En ese

sentido, se han reportado numerosas plantas con propiedades farmacol 0gicas precisamente
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porque algunos de sus principios activos son de naturaleza iridoidica; entre esas destacan la

valeriana, la genciana y e noni®

. El importante papel biocida de los metabolitos
secundarios ha suscitado el interés de la comunidad farmacéutica y cientifica por investigar
las plantas como nuevas fuentes de control en parasitos, antimicrobianos antibacteriana
entre otros. Ta es e caso de |os resultados obtenidos con los EE evaluados en este estudio,

cuya caracterizacion quimica analitica y la evaluacion de sus metabolitos acaricidas

deberan constituir €l objetivo de estudio de posteriores trabajos de investigacion.

2.2.21.-Conclusién

Los EE de C. humilis, poseen actividad acaricida en contra de V. destructor, constituyendo
una opcion aternativa para su control organico. Sin embargo, a concentraciones elevadas
también puede ocasionar la mortandad de A. mellifera, por lo cual se deben de realizar otros
estudios para determinar la concentraciéon letal y la permanencia de los metabolitos
secundarios en los productos (miel y cera) de la colonia tratada. La presencia de saponinas
esteroidales, grupo amino, flavonoides, asi como e contenido de material acaloide en

abundancia hacen prever un futuro promisorio parael usoy control de C. humilis.
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Tabla 1. Efecto de los extractos etandlicos procedentes de diferentes componentes de
Croton humilis L. (hojas, tallos y raices), en diferentes concentraciones sobre la mortalidad
de Varroa destructor alas 24 h de evaluacion.

Concentracion Hojas Tallos Raices
(%)
NIM Mortaidad  NIM Mortalidad  NIM Mortalidad

(%) (%) (%)
0 14 23 13 21 13 21
5 38 63 31 51 26 43
10 51 85 35 58 32 53
20 49 81 45 75 37 61
30 53 88 48 77 45 75
40 56 93 59 98 47 78
50 60 100 59 98 52 86
Promedio 100 A 98 A 86 A

NIM, NUmero de individuos muertos.
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Tabla 2. Principales metabolitos secundarios evidenciados en el EE de C. humilis.

M etabolitos secundarios Raiz Tallo Hoja
Saponinas - - -
Lactonas +++ ++ +
Saponinas esteroidales - ++ +++
Grupo amino +++ ++ +++
Taninos - + ++
Quinonas - - -
Bensoquinonas - - -
Alcaloides ++ ++ +++
Cardenolidos + + -
Leucoantocianidinas - - ++
Flavonoides + + ++

Flavonoides, xantononas, flavonas

++++ = Muy abundante, +++ = abundante, ++ = moderada, + = escasa, - = ausencia, £ =

dudoso.
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Fig. 1. Promedio de la mortalidad de V. destructor a las 24 horas de evauacion en

diferentes concentraciones del extracto etandlico de hoja (T1) C. humilis.
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Fig. 2. Promedio de datos acumulados de la mortalidad en V.
destructor alas 2 horas de aplicacion durante las 24 h de evaluacion,
del extracto etandlico de hoja (T1).
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Fig. 3. Mortalidad promedio de V. destructor a las 24 horas de evaluacion en
diferentes concentraciones del extracto etandlico detallo (T2) C. humilis.
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Fig. 4. Promedio de datos acumulados de la mortalidad en V.
destructor a las 2 horas de aplicacion durante las 24 h de
evaluacion, del extracto etandlico de hoja (T1).
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Figura 5. Mortalidad promedio en V. destructor a las 24 horas de evauacion
en diferentes concentraciones del extracto etandlico raiz (T3) C. humilis.

62



Mo_ Abejas_rruertas_72

30 =o—C0
—0—C5
C10

> /*—4—0—&—*_‘—_.
C20
._._._.___._._-0/‘—'—‘_‘_. —o—C30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 —e=C50
Horas de aplicacion

Promedio V. destructor
muertas

Fig. 6. Promedio de datos acumul ados de la mortalidad en V. destructor
alas 2 horas de aplicacion durante las 24 h de evaluacion del extracto
etandlico deraiz (T3).
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Fig. 7. Promedio de mortalidad en abejas infestadas de V. destructor durante
la aplicacion de diferentes concentraciones de extracto etandlico de hoja (T1)
durante las 72 horas de evaluacion.
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Fig. 8: Promedio de mortalidad de V. destructor durante la aplicacion de
diferentes concentraciones de extracto etandlico de hojaalas 24, 48y 72
horas de evaluacion.
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Fig. 9. Promedio de mortalidad en abejas infestadas de V. destructor durante
la aplicacion de diferentes concentraciones de extracto etandlico de talo
(T2) durante las 24, 48 'y 72 horas de evaluacion.
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Fig. 10. Promedio de mortalidad de V. destructor durante la aplicacion de

diferentes concentraciones de extracto etandlico de tallo a las 24, 48 y 72
horas de evaluacion.
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Fig. 11. Promedio de mortalidad en abejas infestadas de V. destructor durante

la aplicacion de diferentes concentraciones de extracto etandlico de raiz (T3)
durante las 24, 48 y 72 horas de evaluacion.
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Fig. 12. Promedio de mortalidad de V. destructor durante la aplicacion de

diferentes concentraciones de extracto etandlico de raiz a las 24, 48 y 72
horas de evaluacion.
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