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Abstract:

This investigation was carried out in the laboratories of Cuba Bee Research Centre in the
period of March to June of the 2007and had as objective to evaluate the effectiveness “in
Vvitro” of an alcoholic solution of thymol on the Varroa destructor mite in rehearsals with
alone mite and in rehearsals with bees with mite. You use one experimental design of
complete blocks at random, with several groups’ treatment and two controls (alcohol to
70% and negative control). The period of evaluation extended for 24 hours, with intervals
of 1, 2, 4, 6 and 24 hours. All the used doses produced 100% of mortality in the mite at the
two hours of having applied, so much in rehearsals with mite as in bees with mite.
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Resumen:

Esta investigacion se realizé en los laboratorios del Centro de Investigaciones Apicola de
Cuba en el periodo de marzo a junio del 2007y tuvo como objetivo evaluar la eficacia “in
vitro” de una solucién alcoholica de timol sobre el &caro Varroa destructor en ensayos con
acaros solos y en ensayos con abejas parasitadas. Se utilizo un disefio experimental de
blogues completos al azar, con varios grupos tratamiento y dos controles (alcohol al 70% y
control negativo). El periodo de evaluacion se extendio por 24 horas, con intervalos de 1, 2,
4, 6y 24 horas. Todas las dosis empleadas produjeron el 100% de mortalidad en los acaros
a las dos horas de aplicadas, tanto en ensayos con acaros como en abejas parasitadas.
Palabras claves: abejas, acaros, dosis, eficacia, timol

Introduccién:

La patologia conocida como Varroosis es causada por el acaro Varroa destructor
(Anderson y Trueman, 2000). Varroa destructor presenta distribucion mundial, con
excepcion de algunas islas (7 de las 9 de las Azores) en las que se practican estrictas
medidas de control de introduccion de abejas (Crespo et al, 2006).

Este acaro afecta tanto a las abejas adultas como a las crias, provocando grandes dafios en
las colonias. Diversas enfermedades secundarias transmitidas por varroa han sido
relacionadas con la mortalidad a veces explosiva de las colonias; tales son los casos de la
Ascoferosis (Medina y Vicario, 1998), enfermedades virales como el virus de las alas
deforme (DWV - siglas en Inglés) y bacterianas como: Loque Americana y Loque
Europea (Aguerregaray y Poblet, 2004; Xialong, 2004).

En Cuba se reporto por primera vez en tres apiarios del municipio Limonar, provincia
Matanzas en abril de 1996, a traves de un Informe Técnico del Instituto de Medicina
Veterinaria, pero el pesquisaje posterior permiti6 comprobar que ya estaba extendido
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ademas en las provincias de La Habana y Ciudad de La Habana (Puentes, Verde y Fregel,
1998 y 2000).

El timol, 5- metil- 2 (1- metil etil) fenol, (Carmona et al, 2002) es una sustancia de origen
natural que se encuentra presente en gran numero de plantas, sobre todo en especies de la
familia de las labiadas: romero, albahaca, melisa, menta, salvia, tomillo, ajedrea, tilo y
orégano. EIl timol se ha usado en medicina humana para el tratamiento topico de
enfermedades dermatoldgicas, para realizar inhalaciones en problemas respiratorios y para
el cuidado de los dientes. Se ha demostrado “in vitro” que inhibe la oxidacion de las
proteinas human LDL, responsables del transporte de colesterol por el torrente sanguineo
(Teissedre y Waterhouse, 2000).

De varios formulados comerciales a base de timol en 1999 y 2000, el Apilife VAR alcanz6
una eficacia del 95.5% (86.7-99.9) y 74.0% (63.5-96.3); Thymovar 97.1% (75.8-100.0) y
93.5% (80.0-100.0) y Apiguard 94.2% (82.6-99.5) y 96.5% (90.4-99.8), por lo que
concluyen que los preparados a base de timol han mostrado una elevada eficacia, siempre
por encima del 90% y un bajo impacto ambiental (Marinelli et al., 2002).

Esta investigacion tiene como objetivo evaluar la eficacia “in vitro” de una solucion
alcoholica de timol sobre el acaro Varroa destructor en ensayos con acaros solos y en
ensayos con abejas parasitadas.

Materiales y Métodos:

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Genética y Salud Apicola del Centro de
Investigaciones Apicolas, La Habana, Cuba; en el periodo de marzo a junio del 2007, con
acaros Varroa destructor y abejas obreras, provenientes de colonias de A. mellifera L, que
no habian recibido tratamiento previo contra el parasito. Se utilizaron para la obtencién de
abejas y acaros colmenas del tipo Langstroth de un alza con 10 panales ubicados de afuera
hacia dentro: (2) de miel, (2) de polen, (4) crias selladas y (2) crias abiertas.

En el laboratorio se utilizaron dos incubadoras (Kowell, modelo C2-1), un termohigrometo,
un estereoscopio, 16 jaulas fabricadas con madera (8cm de didmetro x 8cm de altura),
rejilla de aluminio de 0,3cm de diametro y placas Petri (9cm de diametro x 1cm de altura).
Solucion alcohdlica de Timol:

Se evaluaron diferentes dosis de una solucion a base de cristales de timol disueltos en
alcohol etilico al 70%(5g de cristal de timol en 5ml de alcohol etilico), aplicadas sobre
papel de filtro.

Ensayos con &caros:

Los acaros se recolectaron de panales de zanganos, destapando cada una de las celdas con
un bisturi y extrayendo la larva infestada por varroa con una pinza de diseccion; se
colocaron 10 varroas con 4 larvas para su alimentacion sobre papel de filtro himedo para
mantener las larvas hidratadas y este se introdujo en una placa Petri; formandose siete
grupos homogéneos. Posteriormente se les aplico diferentes dosis (0,1; 0,2; 0,3; 0,4, 0,5ml)
de la solucién a los grupos bajo tratamiento y se utilizaron dos grupos control: uno con 1ml
de alcohol etilico al 70% vy el otro solo.

Bioensayos con abejas parasitadas:

Las abejas parasitadas utilizadas en cada unidad experimental, se recolectaron del centro de
la camara de cria de colonias con altas tasas de infestacion por varroa. Posteriormente se
colocaron en las jaulas con el alimento (miel) y se llevaron al laboratorio.

Para verificar la presencia de varroa, las abejas se revisaron individualmente bajo lupa,
tomandolas por la regién toracica con una pinza, formando grupos homogéneos de 30




abejas parasitadas por 10 acaros. Posteriormente se les aplico diferentes dosis (0,5; 0,8; 1y
1,2ml) de la solucién a los grupos bajo tratamiento y se utilizaron dos grupos control: uno
con 1, 2ml de alcohol etilico al 70% vy el otro solo (-).

Los tratamientos se aplicaron con una jeringa sobre el papel de filtro puesto en una placa
petri pequefia (4,7cm de diametro por 0,8cm de altura) la cual se introdujo en la jaula y
cada jaula se puso sobre una placa Petri grande con el borde untado con vaselina para evitar
que los &caros que se desprendieran de su hospedero se alejaran. Luego de la aplicacién,
cada unidad experimental se llevo a la incubadora para la volatilizacion de la solucion.

Se utilizaron dos incubadoras (una para los controles y la otra para los tratamientos) para
evitar que los controles recibieran la accion de los vapores de la solucion.

Debido a que se trabajo con organismos vivos en condiciones de laboratorio, se tuvo
cuidado de no afectar durante los ensayos la relacion parasito-huésped que existe
naturalmente. Por ello, el ensayo en el laboratorio otorgd, tanto a las abejas como a los
acaros, condiciones similares a las que se encuentran en forma natural. La temperatura,
humedad y oscuridad en la incubadora se regularon para simular las condiciones de la
colmena. La temperatura se mantuvo regulada mediante un termostato, en un rango de
34°C % 1°C. La humedad relativa se mantuvo entre 70 - 80% mediante pocillos con agua
puestos en la incubadora. Ambas variables se midieron mediante un termohigrometro
colocado en el interior de la misma; la puerta se cubrié con papel oscuro, para evitar que
entrara luz al abrirla. Ademas las observaciones se realizaron bajo luz tenue, para no alterar
la conducta de las abejas y los parasitos.

Después de la aplicacion de cada tratamiento, se dejo pasar un dia para ventilar la camara.
Cada unidad experimental fue identificada con una etiqueta la cual contenia: grupo, dosis
aplicada, cantidad de animales en estudio y fecha de inicio del experimento.

Anélisis estadistico:

Se utilizé un disefio experimental de bloques completos al azar. Cada tratamiento tuvo
cuatro repeticiones. Se realizo analisis de varianza simple, utilizando el test de contraste
multiple de rango LSD para comparar las medias de caidos y muertos entre grupos y entre
observaciones, utilizandose para el procesamiento de los datos el paquete estadistico
Statgraphics plus 5.1, version en Espafiol.

El periodo de evaluacion de los tratamientos se extendié por 24 horas, considerando
intervalos de tiempo de 1,2, 4, 6 y 24 horas posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
Los ensayos comenzaron siempre en el mismo horario (10:00 AM), lo que permitié realizar
evaluaciones cronoldgicas a las 11:00, 12:00; 14:00, 18:00 y 10:00 del dia siguiente, para
hacer comparables los resultados obtenidos. Con estas evaluaciones se llevaron registros de
temperatura y humedad, verificando que las condiciones se mantuvieran constantes y no
influyeran en la conducta normal de las abejas y acaros.

La eficacia de la solucion aplicada se midié en acaros contabilizando los muertos, y en
abejas parasitadas se midié evaluando los acaros caidos y muertos. Utilizando la formula:
Eficacia = acaros muertos/ total de caros* 100

Los acaros se observaron bajo el estereoscopio, por un periodo de 30minutos a intervalos
de 5 minutos. Al momento de las observaciones los acaros se sometieron a estimulacion
tactil con una aguja entomoldgica en la zona ventral, para verificar si realmente estaban
muertos. Se consideraron acaros muertos los que no presentaron movimiento luego de los
30minutos de observacion.




Resultados:

Eficacia “in vitro” de una solucion alcohdlica de timol en ensayos con acaros.

La eficacia acaricida de la solucion alcohdlica de timol en la primera observacion fue
aumentando a medida que las dosis fueron mayores, alcanzandose una eficacia del 100% en
la dosis de 0,5ml; ya a las dos horas de aplicada la solucion la eficacia fue del 100% para
todas las dosis (Tabla #1).

Tabla #1. Eficacia Varroicida de la solucion alcohélica de timol durante las observaciones.

Observacion 1 (1 hora) Observacion 2 (2 hora)
Varroas Varroas Varroas | Varroas

Ttos muertas totales | Eficacia | muertas | totales | Eficacia
1 (0,2ml) 29 40 72,5% 40 40 100%
2 (0,2ml) 31 40 77,5% 40 40 100%
3 (0,3ml) 33 40 82,5% 40 40 100%
4 (0,4ml) 39 40 97,5% 40 40 100%
5(0,5ml) 40 40 100% 40 40 100%
Control (alcohol 70%) 1 40 2,5% 2 40 5%
Control (-) 1 40 2,5% 1 40 2,5%

Al comparar las medias de acaros muertos al final del ensayo no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos tratamientos para p < 0,05, pero si entre los tratamientos y
los controles (alcohol al 70% y placebo) (Tabla #2), por lo que podemos decir que la
solucion de timol presenta elevada eficacia frente a Varroa y que el alcohol al 70% no
influyo en la mortalidad de los acaros.

Tabla # 2: Promedio de acaros muertos entre los grupos.

Grupos Ml_Jertos
Media +D S

T1 (0,1ml) 10 + 0a

T2 (0,2ml) 10 + 0a

T3 (0,3ml) 10 + 0a

T4 (0,4ml) 10 + 0a

Ts (0,5ml) 10 + 0a
Control (alcohol 70%) 0,75 £0,957b
Control (-) 0,5+0,577b

Letras diferentes indican diferencia significativa para p < 0,05.
Eficacia varroicida “in vitro” de una solucion alcohélica de timol en ensayos con
abejas parasitadas con acaros Varroa destructor.

En ensayos con abejas parasitadas por acaros Varroa destructor se obtuvo la caida y muerte
del 100% de los acaros a las dos horas después de aplicadas las dosis (Tabla #3);
parametros tomados para medir la eficacia de la solucion alcohdlica de timol. En los grupos
bajo tratamiento todas la Varroas que se cayeron estaban muertas, no siendo asi para los



controles (control con alcohol al 70% y control solo), donde solamente se cayeron 3 y 2
Varroas y las 5 se encontraban vivas.

Tabla # 3: Eficacia de la solucion alcohélica de timol al final del ensayo.

Grupos Varroas Caidas | Varroas Muertas | Varroas Totales | Eficacia
71 (0.5mD 40 40 40 100%
T2 (0,8ml) 40 40 40 100%
Tz (1ml) 40 40 40 100%
Ta (1,2ml) 10 10 10 100%
Control (alcohol 70%) 3 0 40 0
Control (-) 5 0 40 0

Al comparar las medias de acaros caidos y muertos entre los grupos durante las
observaciones (Tabla # 4), obtuvimos que a medida que aumentaban las dosis de la
solucion alcohdlica de timol, las medias de acaros caidos y muertos eran mayores,
encontrandose diferencias significativas entre los tratamientos y los controles para p < 0,05.
No se encontraron diferencias significativas entre el control con alcohol al 70% vy el
placebo. El mejor tratamiento fue el cuarto, ya que a la hora después de aplicado obtuvimos
una media de 10 acaros caidos y muertos de un total de 10 varroas analizadas por
tratamiento.

Tabla # 4: Promedio de acaros caidos y muertos entre los grupos durante las observaciones.

Observacion 1(1hora) Observacion 2(2horas)
Grupos Caidos Muertos Caidos Muertos
Media £DS | Media +DS | Media £DS | Media +D S
T1 (0,5ml) 8,75+0,957b | 8,75+0,957c | 1,25+0,917 1,25+0,917
T, (0,8ml) 9+0,817ab 9+0,817hc 140,667 140,667
T3 (1ml) 9,75+0,5ab | 9,75+ 0,5ab 0,25+0,25 0,25+0,25
T4 (1,2ml) 10 + Oa 10 + Oa 0 0
Control (alcohol 70%) 0,75 £ 0,957c 0d 0 0
Control (-) 0,5+0,577c 0d 0 0

Letras diferentes indican diferencia significativa para p < 0,05.

Discusion:

Los resultados obtenidos en los experimentos confirman la elevada eficacia del timol contra
Varroa destructor. Resultados similares fueron obtenidos por Imdorf et al., (1995), donde
durante un experimento en Suiza sometieron grupos de 100 abejas con 20 varroas a una
corriente de aire y sustancias volatiles, durante 72 horas y observaron que el 100% de los
acaros murieron con 5-15ug de timol por litro de aire, sin mortalidad de las abejas.




Desde el punto de vista del uso del timol como biocida, ha demostrado su eficacia no solo
para combatir la varroosis en las abejas. Posee capacidad insecticida y antialimentaria
frente a Spodoptera lituria (Hummel-brunner y Isman, 2001), una plaga de considerable
importancia en el sureste espafol. Incluso frente a algunos nematodos, posee una actividad
nematicida comparable al compuesto de sintesis Oxamilo (Tsao y Yu, 2000).En el Centro
Andaluz de Apicultura Ecoldgica se evaluaron diferentes tratamientos orgénicos (Ruiz et
al., 1998), resultando el timol en tres formas de aplicacién (polvo, 1g/cabezal con abejas,
10g en placa de Petri y tablillas embebidas en solucion alcohdlica de 15¢/20ml, con
temperaturas de 11-28°C, con efectividades de 94%, 96% y 95%, respectivamente, superior
al &cido formico (42-61%) y a la Rotenona (30-64%).

En las condiciones de Cuba (Miranda, 2001), con colmenas Langstroth y temperatura
ambiente diurna superior a los 26°C, el Apilife VAR (timol, mentol, alcanfor y eucaliptol)
redujo los indices de infestacion en un 75.88% y el Apiguard (timol en gel) solo alcanzé
56.33%, considerado insatisfactorio, con una alta variabilidad entre colmenas. (Demedio,
2001) al aplicar el Apilife VAR, tuvo una eficacia media de 87.35%, con variabilidad
significativa entre colmenas a uno y dos cuerpos (78.90%-95.78%) y entre apiarios (70%-
95%), con fuerte influencia del estado de los elementos de colmena y una moderada
reduccion del area de cria, que se hizo mas evidente a medida que se incrementaba la
eficacia.

Latorre (2004) resume los resultados de varios ensayos con diferentes productos
varroicidas: Apivar (amitraz), dos tiras cada 28 dias, eficacia del 87.5% en abejas y 76.1%
en cria; Apilife VAR, 99.87% en abejas y 94.23% en cria; timol en alcohol, dos tabletas
cada 14 dias, 73.74% en abejas y 93.02% en cria, y timol en aceite de oliva, con similar
esquema, 77.8% en abejas y 93.6% en cria. Concluyendo que el Apilife VAR resulto el
mejor de los tratamientos evaluados.

Los principales inconvenientes atribuidos al timol son la reduccion de la cria, la produccion
de miel, un incremento de la tendencia a enjambrar y casos de evasion de colonias
completas (Guzman, 2005).

Conclusiones:
v La solucion alcohdlica de timol utilizada presenta eficacia del 100% frente al acaro
Varroa destructor, tanto en ensayos con acaros, como en abejas parasitadas.



v El alcohol al 70% utilizado como solvente en la solucion, no influye en la caida y
muerte de los &caros.
Recomendaciones:
v’ Continuar el estudio de la eficacia de diferentes preparados realizados a base de
timol en el control de Varroa.
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