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RESUMEN

Este estudio evalua el potencial de los aceites esenciales de Juniperus communis (enebro)
y Azorella prolifera (neneo) como alternativas naturales para el control de Varroa destructor, un
acaro ectoparasito que representa una amenaza para las colonias de Apis mellifera con una extensa
distribucion mundial, incluyendo la Patagonia Argentina. Ante la problemética de la resistencia a
los acaricidas sintéticos y la potencial contaminacién de los productos apicolas, el objetivo de esta
tesis es estudiar el efecto acaricida e insecticida de estos aceites esenciales. El estudio se llevo a
cabo en un apiario del noroeste de la provincia de Chubut, Argentina. Se recolectaron frutos
maduros de J. communis y ejemplares completos de A. prolifera. Los aceites esenciales se
obtuvieron mediante la técnica de arrastre con vapor de agua y se caracterizaron quimicamente.
Se realizaron bioensayos para determinar la concentracion letal 50 (CLsg) de los aceites sobre V.
destructor y A. mellifera, como también ensayos de atraccion y repelencia. Los resultados
indicaron que el aceite esencial de Juniperus communis demostro ser una alternativa prometedora
para el control de Varroa destructor con baja toxicidad para Apis mellifera tras 24 horas de
exposicion. El aceite esencial de Azorella prolifera también presenté actividad acaricida contra V.
destructor; sin embargo, su indice de seleccién fue menor que el del aceite esencial de enebro, ya
que este aceite resultd ser toxico para las abejas en una concentracion de 20 pl/ml. La composicion
quimica de los aceites esenciales, dominada por monoterpenos, especialmente el a- pineno y
mirceno, explican en gran medida su actividad acaricida. Ninguno de los aceites esenciales
evaluados mostro efectos atrayentes o repelentes sobre V. destructor. Este estudio destaca el
potencial del aceite esencial de J. communis como una alternativa natural y prometedora para el
control de V. destructor, abriendo paso a futuras investigaciones, como ensayos a campo, para
establecer su real eficacia como acaricida organico, ademas promoviendo una articulacion activa
entre diferentes productores de la region para generar practicas mas sostenibles y amigables con

el ambiente.

Palabras clave: acaros, control natural, sanidad apicola, Patagonia.



INTRODUCCION

Los polinizadores, en particular las abejas meliferas (Apis mellifera, Linnaeus, 1758), son
esenciales para la biodiversidad y la produccién de alimentos a nivel global (Iglesias et al., 2022).
Esta especie, de distribucion cosmopolita, poliniza la mayoria de cultivos agricolas y silvestres,
incrementando en un 96% el rendimiento de los cultivos polinizados por animales (Potts et al.,
2010). Ademas de su papel ecoldgico, las abejas nos brindan productos que se industrializan como
miel, propdleo, polen, cera y jalea real entre otros (e.g. reinas y nucleos) (Mitton, 2019). Estos
productos, una vez extraidos pueden ser utilizados como insumo en la industria alimenticia,

farmacoldgica e industrial (Balleta & Locher, 2022).

La apicultura en Argentina, una actividad tradicional con un significativo valor econémico
y social, se ha convertido en protagonista esencial para el mercado mundial (Balleta & Locher,
2022). Argentina se posiciona en el tercer lugar a nivel mundial en produccién y en segundo lugar
como exportador de miel, comercializando entre el 90-95% de su produccion a nivel internacional
(Balleta & Locher, 2022). Esta actividad se desarrolla en gran parte del territorio argentino,
aprovechando las condiciones climaticas y los avances tecnoldgicos para obtener miel de calidad
y diversidad (Balleta & Locher, 2022).

En el afio 2021, la produccion promedio anual de miel en Argentina fue de 75.000
toneladas, mientras que el consumo interno rondoé las 6.000 toneladas promedio, lo que demuestra
las grandes exportaciones de miel en el pais alcanzando aproximadamente los $200 millones de
dolares anuales (Ministerio de Economia, 2021). Segun el Registro Nacional de Productores
Apicola (RENAPA) en el afio 2023, habian més de 19.000 apicultores inscriptos y 4.087.885 de
colmenas en produccion. Ademas, el pais cuenta con el total de 1.209 salas de extraccion de miel
habilitadas por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), lo que
demuestra la relevancia de esta actividad en las economias regionales del pais (Ministerio de
Economia, 2023; Portal Apicola, 2024).



Sin embargo, la produccion y comercializacion fluctian a lo largo de los afios, por ejemplo,
en el afio 2023 debido a factores climaticos (sequias e inundaciones), la produccion de miel
disminuyd un 15 % (Ministerio de Economia, 2023). A pesar de estas adversidades, en el periodo
enero- octubre del 2024, se han exportado 115.726 toneladas de miel generando $1.452 millones
de dolares en ingresos (Ministerio de Economia, CIEP, 2024). Los principales destinos de
exportacion de miel incluyen Estados Unidos y Alemania, entre otros (Ministerio de Economia,
CIEP, 2024). La miel argentina es de excelencia y reconocida mundialmente, basada en analisis
tanto fisicos como quimicos: para caracterizar el producto y analizar si hay adulteracion o manejo
inadecuado; analisis palinoldgicos para detectar y diferenciar el tipo de polen agregado por las
abejas, que denota el origen botanico de la miel; y andlisis de marcadores botanicos, los cuales
aseguran su autenticidad y valor nutricional (INTA & PROAPI, 2019).

Regiones Apicolas Argentinas

El territorio argentino presenta una diversidad de especies florales que influyen en el
rendimiento de la produccion de miel y en la obtencion de mieles monoflorales y/o multiflorales.
De acuerdo a la caracterizacion agroclimatica y de vegetacién, Argentina se divide en 5 regiones
apicolas: Noroeste Argentino (NOA); Noreste Argentino (NEA); Central; Nuevo Cuyo y
Patagonia (Ferrari et al., 2011).

La Patagonia, regidn caracterizada por sus bajas temperaturas, fuertes vientos provenientes
del oeste, precipitaciones concentradas en invierno, baja humedad y alta cobertura nubosa (Paruelo
et al., 1998), ofrece un escenario apicola particular. Dentro de esta amplia region se encuentra la
provincia de Chubut que esta dividida en cuatro regiones apicolas, las cuales incluyen la Comarca
VIRCH (Valle Inferior del Rio Chubut), la Comarca Noroeste, el Valle 16 de Octubre y el Valle
Sarmiento. Con mas de 200 apicultores en la provincia, la produccion anual de miel varia entre 50
y 70 mil kilos, la que es comercializada principalmente a nivel local (Gobierno del Chubut, 2020;

Ministerio de Economia Argentina, 2023).

En esta provincia se registran 5 asociaciones, siendo la Asociacion de Apicultores de la
Comarca Los Alerces (AACLA) la que abarca principalmente las localidades de Esquel y Trevelin
con epicentro en el valle 16 de Octubre. Esta asociacion se conformo en el afio 2005 y desde

entonces ha experimentado un notable crecimiento y desarrollo. La existencia de esta asociacion

4



condujo a la instalacion de una planta comunitaria de extraccion y envasado de miel con el apoyo
de la Municipalidad de Esquel, que se puso en marcha en enero de 2007, la misma continla
funcionando hasta la actualidad, permitiendo mejorar los métodos productivos y optimizar los
procesos de comercializacion (EI Chubut, 2023; Municipalidad de Esquel (s.f.)). Ademas de la
produccidn de miel, la asociacion se encarga de coordinar y realizar los monitoreos sanitarios con
un esquema de rotacion de principios activos. Asimismo, la AACLA la ofrece capacitacion y
orientacion a los apicultores, tanto a sus miembros como a aquellos que no formen parte de la
asociacion, promoviendo la transferencia de conocimientos y el desarrollo de la apicultura en la

Z0ona.

Biologia de Apis mellifera

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) es un insecto social que vive en colonias. Cada
colonia esta integrada por tres clases de individuos (castas): la reina (hembra), las obreras
(hembras) y los z&nganos (machos) (Winston, 1987) (Figura 1). La vida de una colonia se
encuentra regulada por la accion de un conjunto de feromonas (principalmente emitidas por la
reina), fendmenos comportamentales y flujo de néctar (Maggi, 2010). A medida que la oferta de
alimento aumenta, la reina incrementa la postura de huevos, incrementandose el area de cria del
nido, lo que lleva al desarrollo y crecimiento de la colonia (Maggi, 2010). Cuando alcanza niveles
de poblacion elevados en relacion al ambiente fisico que la aloja, la colmena procede a dividirse,
previa produccién de nuevas reinas. Como consecuencia de esta situacion, la reina original
abandona la colonia junto con el 50-90 % de las abejas obreras para fundar una nueva colonia
(Winston, 1987). Como ocurre en otras especies sociales, las colonias de abejas poseen division
del trabajo.

La reina, también mencionada como abeja madre, es la Unica hembra completamente
desarrollada sexualmente en la colonia, capaz de poner huevos que producen obreras y zanganos,
siendo su principal funcion la de ovopositar (Martinez- Pérez et al., 2017). Ella segrega sustancias
quimicas (feromonas) las cuales regulan el comportamiento de todos los individuos en la colonia.
La reina virgen sale de su colmena para ser fecundada en el aire por 10 0 mas zanganos,
garantizando espermatozoides para el resto de toda su vida util, por lo que se conoce como vuelo

nupcial o vuelo de fecundacion (Massaccese, 2002; Gonzalez Hernandez, 2012).



Las obreras recién emergidas se encargan de la limpieza, de alimentar y atender a la reina
y alas crias (Winston, 1998). Las obreras mas viejas se ocupan de la construccion del nido, colecta
de polen, néctar, agua y propdleos, como asi también a la defensa de la colonia ante posibles
invasores (Winston, 1998). Todas estas labores estan sujetas a modificacion dependiendo de las
necesidades de la colonia y de estimulos externos (Mitton, 2019). Asimismo, la homeostasis del
nido es mantenida por las obreras, las cuales mantienen la temperatura y humedad practicamente
constantes a pesar de las condiciones ambientales externas.

Por otro lado, en cuanto a los zanganos, su Unica funcién es inseminar a la reina durante el

vuelo nupcial (Winston, 1998). *

Figura 1. Castas de la especie de Apis mellifera. a) Abeja obrera; b) Abeja reina; ¢) Zangano *.

Ciclo de vida Apis mellifera
El ciclo de las abejas es haplo-diploide. Las hembras (reinas y obreras) se desarrollan a
partir de huevos fecundados, por lo tanto, son diploides (2n). En cambio, los zdnganos proceden

de huevos sin fecundar, siendo estos, haploides (n). El ciclo estd compuesto por los estadios de

! Fuente: https://ecocolmena.com/ciclo-de-vida-de-las-abejas/



huevo- larva- pupa y adulto, la duracion de cada estadio dependera de la casta. El desarrollo del
ciclo para una reina requiere de 16 dias, para una obrera de 21 dias y para un zangano de 24 dias
(Maggi, 2010). Las larvas en su quinto dia como tal, liberan feromonas que indican a las abejas
obreras que las celdas deben ser operculadas (cubiertas con cera), con el paso de los dias las larvas
pasan a pupa y de pupa a adultas experimentando una metamorfosis completa (Rosenkranz et al.,
2010) (Figura 2). La reina puede sobrevivir durante varias temporadas, mientras que las obreras y
zanganos usualmente viven unos pocos meses, pero durante el invierno, las obreras sobreviven
mas tiempo, ya que las actividades de la colmena son menores (Winston, 1987).
las obreras alimentan a la larva y

sellan la celda coando la larva adquiere

sU maime crecimiento.
rema poniendo

el hveve

huevo larva larva pupa pupa adulto
din & dia10 dia 15 dia18  dia21

Figura 2. Desarrollo de la abeja Apis mellifera. 2

Sanidad de Apis mellifera

La disminucion drastica de colonias de A. mellifera a nivel mundial representa una amenaza
significativa para la agricultura y la biodiversidad. En distintas regiones, los apicultores han
observado una alarmante reduccion en las colonias de A. mellifera, manifestando debilitamiento,
despoblamiento y consecuente mortalidad de las colonias (Mitton, 2019). No existe una unica
explicacion para las extensas pérdidas. Probablemente, las interacciones entre diferentes estresores

como la pérdida de habitat, la agricultura intensiva, la reduccion de recursos florales y los parasitos,

2 Extraido de: https://www.britannica.com/animal/honeybee



https://www.britannica.com/animal/honeybee

contribuyen a esta crisis (Potts et al., 2010). Entre estos factores, ciertas enfermedades parasitarias
han sido identificadas como una de las principales causas de mortalidad en las colmenas (Maggi
et al., 2011; Iglesias et al., 2022). Los paréasitos presentan una amenaza significativa para la salud
de las abejas, debido a la alta densidad de individuos y la homogeneidad genética dentro de las
colmenas, condiciones que las convierten en hospedadores ideales para una amplia variedad de
patogenos (Schmid-Hempel, 1995).

Dentro de estos patdgenos, podemos mencionar a la bacteria Paenibacillus larvae
(conocida como loque americana), virus como el de las alas deformes (DWV), virus de la paralisis
cronica (CBPV), patogenos fungicos como los microsporidios de Nosema sp. Ademas, entre otras
amenazas podemos encontrar insectos como el escarabajo Aethina tumida (Maggi, 2010).

Sin embargo, el principal agente causal de la mortandad de A. mellifera que produce los
efectos méas devastadores a nivel mundial, es el acaro ectoparasito Varroa destructor Anderson &
Trueman, 2000 (Acari: Mesostigmata) (Nazzi & Le Conte 2016). Este ectoparasito afecta tanto a
la abeja adulta como a la cria, razon por la cual es la patologia con mayor impacto sobre el
desarrollo del insecto (Potts et al., 2010; Rosenkranz et al., 2010). El &caro se alimenta de los
cuerpos grasos de los individuos adultos y de las larvas (Ramsey et al., 2018). A su vez, facilita la
entrada a una amplia gama de agentes patdgenos tales como el hongo Ascosphera apis, la bacteria
Hafnia alvei, y diversos virus que afectan a A. mellifera (Chen & Siede, 2007; Iglesias, 2024).

Sumado a las caracteristicas propias de la propagacion de V. destructor, la actividad
humana juega un papel crucial en acelerar este proceso. Los principales factores incluyen el
impacto del comercio mundial de abejas, asi como también, la gran falta de medidas preventivas

y su cumplimiento en materia de leyes sanitarias (Sammataro et al., 2005).

Biologia de Varroa destructor

El ectoparasito responsable de la “varroosis” en Apis mellifera pertenece a la especie V.
destructor, anteriormente conocido como Varroa jacobsini (Anderson & Trueman, 2020).
Actualmente, V. destructor parasita tanto a Apis cerana como a Apis mellifera, especies de abejas
de importancia econémica. Originalmente, las dos especies de abejas se encontraban en regiones
geograficamente separadas, A. cerana en regiones de Asia, mientras que A. mellifera se encontraba
en el continente europeo y africano (Mitton, 2019). Este ectoparasito a mediados del siglo XX,

cambid su hospedador natural A. cerana por la abeja europea A. mellifera. Esto pudo deberse a la



trashumancia, el traslado de colonias de A. mellifera a territorios donde coexistia con A. cerana.
Lo que facilitd la propagacion y dispersion de V. destructor a nivel mundial (Fuentes et al., 2022).

En Argentina, se detectd por primera vez en el afio 1976, en la provincia de Formosa,
hipotetizando que provino de reinas de A. mellifera introducidas por apicultores desde el Paraguay,
y desde entonces se ha diseminado por todo el territorio nacional produciendo mortandad de

colonias y dificultad en su control (Fuentes et al., 2022).

Adaptaciones al parasitismo: morfologia y comportamiento

Varroa destructor (Acari: Mesostigmata) presenta dimorfismo sexual, las hembras adultas
son de forma ovalada y de un color pardo rojizo, miden entre 1,00 - 1,77 mm de longitud y 1, 50 -
1, 99 mm de ancho. Los machos adultos son de forma esférica y presentan un color blanquecino o
amarillento, son méas pequefios que las hembras, midiendo entre 0,75 - 0,88 mm de longitud y 0,70
- 0,88 mm de ancho (Ellis & Zettel Nalen, 2010).

En ambos sexos, el cuerpo esté dividido en dos tagmas: el gnatosoma (regidn anterior) e
idiosoma (region posterior). En el gnatosoma se encuentran las piezas bucales con funcién
perforante y chupadora con dos pedipalpos sensoriales y dos queliceros, para poder alimentarse
(Rosenkranz et al., 2010). En los machos los queliceros estan modificados, para poder transferir
los espermatozoides al tracto genital de la hembra. El idiosoma, el cual ocupa la mayor parte del
cuerpo, esta organizado en un escudo dorsal y varios ventrales, cuatro pares de patas las cuales
terminan en ufias y ventosas (Rosenkranz et al., 2010). El exoesqueleto presenta una estructura
molecular similar a la de A. mellifera, permitiéndole camuflarse con el aroma de la abeja y no ser
detectado por ella (Nation et al., 1992).

Otra caracteristica del cuerpo del acaro, es que en todo su cuerpo incluyendo patas y piezas
bucales, esta cubierto por distintos tipos de setas, algunos con funciones sensoriales, quimio o
mecano receptoras (Rosenkranz et al., 2010). El primer par de patas no es empleado para el
movimiento, sino que cuenta con receptores para la humedad, temperatura, y con sensilas
olfatorias que permiten la recepcion de productos quimicos y gustativos (Rosenkranz et al., 2010)
(Figura 3).

En cuanto a las adaptaciones comportamentales, V. destructor presenta la capacidad de
percibir sefiales quimicas y fisicas del ambiente para invadir celdas de cria de las colmenas,
adecuadas para su reproduccion. Asimismo, es capaz de detectar a las abejas encargadas del

cuidado de las crias, facilitando asi su entrada en las celdas (Le Conte & Arnold, 1988). Una vez
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dentro de la celda de la cria, la Varroa fundadora prepara sitios de encuentro para facilitar su
reproduccion (depositando heces en la pared de la celda), y prepara un sitio de alimentacion en la
pupa de la abeja para sus descendientes; lo que evidencia un desarrollo de cuidado parental por
parte de Varroa destructor (Donzé et al., 1996).

wuw |

1 mm

Figura 3. Hembra de Varroa destructor. A) Vista ventral muestra sus patas (I), boca y 6rganos de
alimentacion, que en conjunto se denominan gnatosoma (l11), y numerosos pelos llamados setas (1V). B)

Vista dorsal muestra el escudo dorsal (11) (Fotografias de Noble Noble, Ph.D., Universidad de Florida).

Ciclo de vida de Varroa destructor

Los conocimientos del ciclo de vida de V. destructor son fundamentales para comprender
la parasitacion en las colonias de Apis mellifera. Dado que el ciclo de vida del acaro se adapta al
ciclo de la abeja, lo que le permite aprovechar las diferentes etapas de desarrollo de la cria para
reproducirse (Figura 4).

El ciclo bioldgico de V. destructor en su etapa adulta se divide en las fases forética y
reproductiva. En la etapa forética, actualmente conocida como de dispersion (Vilarem et al., 2021),
los acaros se encuentran sobre el cuerpo de las abejas adultas, desplazandose y alimentandose de
sus cuerpos grasos (Ramsey et al., 2019). La estructura dorsoventral de las hembras adultas les
permite esconderse entre los tergos de las abejas adultas, permaneciendo sobre ellas durante un
par de dias o hasta varias semanas. El final de esta fase depende de la temporada y la disponibilidad
de cria en las colonias (Fuentes et al., 2022).

La segunda etapa, fase reproductiva, comienza cuando el acaro hembra fértil (hembra

fundadora) ingresa en la colmena a una celda de cria de obrera o de zangano cuando faltan entre
10



15y 20 horas para que dicha celda sea operculada por las obreras (Vilarem et al., 2021). Una vez
en el interior de la celda, los &caros se sumergen en el alimento restante de la cria para pasar
desapercibidos. La hembra fundadora perfora el cuerpo de la pupa de abeja con sus queliceros,
creando un orificio que permanecera abierto a los anticoagulantes de su saliva. Este orificio sirve

como acceso al alimento para sus futuras crias (Fuentes et al., 2022).

Una vez operculada la celda, dentro de las primeras 60 horas la hembra de V. destructor
deposita su primer huevo que sera macho (haploide). Los siguientes huevos que seran hembras
(diploides) son depositados cada 30 horas. El ciclo del &caro consta de estadio de huevo, estadio
larvario, que se divide en protoninfa y deutoninfa, y el estadio adulto (Martin, 1994). Una vez
alcanzada la etapa adulta, si ingresa a la celda una sola hembra fundadora, se producen multiples
eventos de apareamiento entre hermano y hermanas, lo que daria la situacion de infestacion unica
(Donzé et al., 1996; Rosenkranz et al., 2010). En esta situacion, cuando la abeja emerge de la celda,
con ella también lo hacen los acaros hembra nacidos en su interior y la hembra fundadora, mientras
el macho que habia nacido primero, muere dentro de la celda (Rosenkranz et al., 2010). Otra
situacion, es cuando ingresan a la celda més de un &caro hembra fundadora, entonces se producen
multiples reproducciones, dando como resultado, una abeja adulta emergiendo con multiples
acaros. De esta forma, comienza asi, un nuevo ciclo forético sobre las abejas adultas, comenzando

con una nueva etapa de dispersion y reproduccién del acaro.

La reproduccion de V. destructor puede verse afectada por diferentes factores incluyendo
la disponibilidad de crias de abejas, la presencia de cria de zanganos, el comportamiento higiénico
de las abejas, las condiciones climaticas, la raza de la abeja, la ausencia de la reina, la duracién del
periodo de percolacion y la infertilidad de las hembras V. destructor (Rosenkranz et al., 2010;
Iglesias, 2024).
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Figura 4. Ciclo simplificado de Varroa destructor. Se observa la Fase forética y reproductiva de V.
destructor, junto al desarrollo de Apis mellifera (extraido de Fuentes et al., 2022).

Dafos causados por Varroa destructor en A. mellifera

Varroa destructor ocasiona diversos tipos de alteraciones en la salud de las abejas que
pueden conducir al colapso de las colonias (Maggi et al., 2009). Los dafios ocasionados pueden
clasificarse en directos e indirectos. Los dafios directos afectan principalmente a las larvas y las
pupas, siendo estos los estadios mas sensibles, seguido por las abejas adultas. Durante el desarrollo
de la larva en la celda de cria, la alimentacion del &caro causa una disminucion significativa del
peso de la abeja emergida, cuya magnitud depende del nimero de &caros fundadores y de la
cantidad de reproduccion de acaros. En abejas adultas, V. destructor se alimenta de su tejido
adiposo, comprometiendo la salud y longevidad de A. mellifera (Maggi et al., 2016).

Una infestacion promedio resulta una pérdida de peso corporal del 7% en obreras y entre
un 11 %y 19 % en z&nganos, lo cual les genera una disminucion en el rendimiento del vuelo (De
Jong et al., 1982; Duay et al., 2002). Una alta carga parasitaria puede provocar malformaciones en
las abejas emergentes, siendo las mas comunes en las alas, disminucién del nimero de artejos en
las patas y acortamiento del abdomen (De Jong et al., 1982). Asimismo, las abejas que han sido

parasitadas durante su desarrollo presentan una menor longevidad (De Jong et al., 1982),
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alteraciones en el patron de aprendizaje y memoria, reduciendo de su capacidad de orientacion y
retorno a la colonia (Kralj et al., 2007).

En cuanto a los dafios indirectos, V. destructor actia como vector de numerosos
microorganismos (Chen & Siede, 2007). Puede inducir inmunosupresion en su hospedador,
potenciando infecciones virales de las cuales también es vector (Chen & Siede, 2007). Ademas,
puede crear dentro de una colmena las condiciones ideales para el desarrollo del hongo patégeno
Ascosphaera apis, agente causal de la cria yesificada, y transportar sobre su cuerpo esporas de
Paenibacillus larvae, agente causal de loque americana (Mitton, 2019).

Es importante destacar que los efectos de la V. destructor no se limitan a los dafios directos
e indirectos mencionados anteriormente, sino que la interaccién entre la presencia del &caro y otros
factores estresantes, como la nutricion, las condiciones ambientales, el manejo y la exposicion a
pesticidas, puede exacerbar los problemas de salud de las colonias y aumentar la susceptibilidad

al colapso.

Meétodos de control de Varroa destructor

Las abejas meliferas han desarrollado algunos mecanismos de defensa contra V. destructor,
entre ellos se pueden nombrar el grooming o acicalamiento que se define como la capacidad de
las abejas de detectar, morder y eliminar los parasitos en la etapa forética (Araneda et al., 2008).
Este comportamiento puede ser sobre si misma y se conoce como autogrooming donde la abeja
cepilla su cuerpo entero con sus extremidades; o puede ser sobre otras abejas denominandose
allogrooming, en el cual una o més abejas buscan el &caro en la abeja infestada toméandolo con sus
mandibulas y arrojandolo al piso de la colmena (Flores et al., 1998). Otro mecanismo de defensa
es el comportamiento higiénico, este consiste en la capacidad de las obreras de desopercular las
celdas de cria, remover las muertas y eliminar cualquier masa infectante de la colonia (Araneda et
al., 2008). Para que una colonia se considere higiénica, debe presentar un valor de remocion entre
el 80 y el 95% de las crias, lo cual contribuye a la resistencia a enfermedades (Araneda et al.,
2008).

A pesar de estos mecanismos, la abeja no logra controlar las poblaciones de este acaro
(Peng et al., 1987). Por lo tanto, el uso de acaricidas se ha convertido en una practica comun en la
apicultura para mantener la salud de las colonias. Se ha mencionado histéricamente que la

varroosis podia tardar hasta tres afios en ocasionar la muerte de las colonias (Ritter, 1981).
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Actualmente, se considera que, si las mismas no reciben un tratamiento acaricida adecuado, suelen
colapsar en el transcurso del primer afio (Maggi et al., 2016).

Los acaricidas sintéticos, como los organofosforados: cumafds, los piretroides: tau-
fluvalinato y flumetrina, y la formamidina: amitraz, han sido los principales productos utilizados
para el control de V. destructor en los ultimos 25 afios (Ritter, 1981, Maggi, 2010). El cumafos es
un inhibidor de la acetilcolinesterasa e interfiere en la sefializacion nerviosa, mientras que los
piretroides actian activando los canales de voltaje de sodio de las células nerviosas, y la
formamidina actta en los receptores de aminas biogénicas en el sistema nervioso central (Haynes,
1988; Rosenkranz et al., 2010).

Alternativa para el control de Varroa destructor

Los compuestos naturales, como los acidos organicos y los aceites esenciales, representan
una alternativa valida y una herramienta Gtil para ser incorporada en un programa de Manejo
Integrado de Plagas. Esta integracion posibilita la rotacion de los acaricidas de sintesis ya
existentes, y minimizando su uso. Los compuestos naturales presentan una baja toxicidad en
mamiferos, un escaso impacto ambiental y muy buena aceptacion publica (Isman, 2000). Estudios
in vitro han demostrado su eficacia sobre acaros parasitos de abejas (Lindberg et al., 2000; Eguaras
et al., 2005; Ruffinengo et al., 2005). Sin embargo, cuando son aplicados en el interior de las
colmenas, esta eficacia ha sido variable y poco exitoso a la hora de controlar a V. destructor
(Imdorf et al., 1999; Flamini, 2003). Ademas, el elevado costo de los acaricidas organicos lleva a
la mayoria de los productores apicolas a optar por los acaricidas sintéticos.

Algunas de las ventajas que tienen los acaricidas sintéticos es que son productos faciles de
aplicar, econdmicamente convenientes y no requieren tener un conocimiento experto de la biologia
de los acaros. Ademas, como se trata de sustancias lipofilicas, son absorbidas rapidamente por la
cera de abejas, son persistentes, estables, y se acumulan luego de repetidos tratamientos (Wallner,
1999). En cuanto a las principales desventajas se destaca su acumulacion en los productos de las
colmenas, ya que generalmente, la mayor cantidad de residuos de pesticidas encontrados en las
colmenas son productos quimicos introducidos intencionalmente, en un intento por mitigar los
efectos de la parasitosis ocasionada por la varroosis (Johnson et al., 2009; Medici et al., 2016). Los
residuos de acaricidas encontrados generalmente estan mas concentrados en la cera, seguido por
el propdleo, el polen, y por ultimo la miel (Wallner, 1999; Martel et al., 2007; Lodesani et al.,

2008; Johnson et al., 2009; Medicci et al., 2016). No existen antecedentes que reporten la presencia
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de residuos de pesticidas en la jalea real, pero podrian estar presentes en dicho alimento debido a
las secreciones de las abejas obreras que lo producen (Dai et al., 2018). Esto resulta perjudicial
para el destino de la colonia debido a la alteracion de la fisiologia, el deterioro de la funcion o
disminucion de la supervivencia de las abejas adultas dentro de la colmena, lo cual conlleva a una
rapida despoblacion de la colonia (Cousin et al., 2013). Ademas, entre otras consecuencias se
destacan la alteracion del aprendizaje, memoria, orientacion, (Teeters et al., 2012; Frost et al.,
2013; Williamson & Wright, 2013), reduccion de la supervivencia de las larvas (Wu et al., 2011;
Zhu et al., 2014) y efectos en la reproduccion (Rinderer et al., 1999; Burley et al., 2008). De este
modo, a largo plazo, el uso indiscriminado de estos compuestos puede conducir al desarrollo de
poblaciones de abejas con deficiencias y favorecer al desarrollo de poblaciones de &caros
resistentes (Mitton et al., 2016; 2018).

En este sentido, se ha demostrado que aceites esenciales de lavanda, lavandin, laurel,
tomillo, lupulo, entre otros, causaron mortalidad significativa de acaros en condiciones de
laboratorio (Sammataro et al., 1998; Ruffinengo et al., 2005; Damiani et al., 2009; Iglesias, 2024)

Dado que la presencia de terpenos en los aceites esenciales como el timol, linalol,
B mirceno, alfa cariofileno, 3 cariofileno y entre otros, reducen significativamente la infestacion
de V. destructor en colonias de abejas (Lindberg et al.,2000; Ruffinengo et al., 2005; Maggi et al.,
2010; Iglesias, 2024). Por lo tanto, surge un especial interés en la exploracion de estos compuestos
en nuestra region. En este sentido, los estudios e investigaciones sobre el efecto de los aceites
esenciales en V. destructor y A. mellifera, en la region patagénica, es limitado. Por lo tanto, es
crucial acceder al conocimiento de la bioactividad de estas sustancias para integrarlas en
Programas de Manejo Integrado de esta parasitosis. Esto permitiria reducir las pérdidas de las

colonias afectadas y las pérdidas econdmicas aparejadas en la region.
Aceites esenciales seleccionados para este estudio

Juniperus communis “enebro comin”

El enebro comdn (Juniperus communis L.) pertenece a la familia Cupressaceae. Es
endémica del hemisferio Norte, sin embargo, actualmente tiene una distribucion mas amplia,
siendo la Unica especie de Juniperus que se encuentra en ambos hemisferios (Gongalves et al.,
2022). Es un arbusto o arbol pequefio de hasta 15 m de altura. Presenta una corteza parda o

grisacea, las hojas son perennes y aciculares dispuestas en verticilos de 3, glaucas con apices
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agudos y punzantes. Se trata de una especie dioica, en la que hay individuos masculinos y
femeninos diferenciados. Los pies femeninos tienen estrobilos carnosos (fruto), denominados
gélbulos, de aspecto redondo u ovoide de 4 a 6 mm de diametro de color azul oscuro en la madurez
lo que tarda entre dos y tres afios en ocurrir (Dambolena et al., 2011; Agastra et al., 2021; Ferriol
Molina, 2024) los cuales proceden de escamas que aparecen en verticilos de tres y se hacen
carnosas, envolviendo a tres semillas, dejando un tridngulo apice, con olor a terebinto y sabor
amargo (Bais et al., 2014). Los pies masculinos poseen estrobilos amarillentos de pequefio tamafio
(Ferriol Molina, 2024). Florece entre la primavera y comienzos del verano.

Es una especie con multiples usos. Se utilizan distintas partes de la planta (fruto, partes
aéreas y corteza). El principal uso es el aprovechamiento de sus aceites esenciales presentes en las
ramas, hojas y galbulos (bayas). Los galbulos se emplean para aromatizar alimentos como también
bebidas alcoholicas. Asimismo, se utiliza en diferentes areas de la disciplina biomédica ya que ha
demostrado poseer propiedades diuréticas, digestiva, antiinflamatorias, actividad antifngica
(Abbassy & Marei, 2013), antimicrobiana (Sati & Joshi, 2010), analgésica, entre otras (Bais et al.,
2014; Gongalves et al., 2022). Por altimo, también se emplea en jardineria.

Las partes de la planta estan compuestas principalmente por azucares, resinas, acidos
organicos, alcaloides, acidos terpénicos, leucoantocianinas y flavonoides, cumarinas, gomas,
ligninas y ceras. Sus aceites esenciales son ricos en monoterpenos (o-pineno, 3-pineno, sabineno
y mirceno), diterpenos y sesquiterpenos (Bais et al., 2014; Gao et al., 2019; Xavier et al., 2021;
Gongalves et al., 2022). El orden de estos compuestos varia segun el genotipo, origen, método de

cultivo, condiciones meteoroldgicas y las técnicas de extraccion (Gongalves et al., 2022)

Azorella prolifera “Neneo”

El neneo, Azorella prolifera (Cav.) G.M. Plunket & A.N. Nicolas pertenece a la familia
Apiaceae. Es una planta endémica de la region patagénica. Se distribuye en Argentina desde San
Juan hasta Santa Cruz, y en Chile desde Coquimbo a Magallanes (Ferreyra et al., 2005). Es un
subarbusto espinescente que forma cojines redondeados generalmente glabros, de color verde, de
0,3 a0,5 cm de didmetro. Sus hojas estan divididas en 3 segmentos lineares y espinosos. Sus flores
amarillo- verdosas, son pequefias y dispuestas en umbelas. El fruto es ovoide a orbicular formado
por dos mericarpos, con cuatro alas anchas (Ferreyra et al., 2005).

Tradicionalmente es usada como medicina para aliviar el dolor de muelas, enfermedades

hepaticas y urinarias (Echenique et al., 2014). Ademas, estudios recientes demuestran que podria
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servir como agente antiparasitario (Sulsen et al., 2006), antibacteriano (Echenique et al., 2014),
analgésico, antiinflamatorio e hiperglucémico (Estomba et al., 2006; Berruezo et al., 2022). Por
otra parte, las inflorescencias forman parte de un recurso forrajero importante para el ganado como

para la fauna silvestre (Seoane et al., 2011).

En cuanto a su conocimiento fitoquimico, estudios han reportado la presencia de &cidos
resinicos a-pineno, B-pineno y limoneno, asi como dos acidos diterpenoides mulinanos (Nicoletti
et al., 1996). Los componentes mas abundantes del aceite esencial son a- pineno (61,713 %),
limoneno (9,918 %) y mirceno (3,153 %) (UEAE- INBIES, 2022).

Objetivo general

Los apicultores de la zona, Esquel y Trevelin, enfrentan desafios sanitarios ain no
resueltos, principalmente relacionados con el control del &caro parasito Varroa destructor. Ante
esta problemaética, la AACLA ha iniciado una colaboracion con la Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco (UNPSJB), el Laboratorio de Investigaciones en Evolucién y
Biodiversidad (LIEB) y el Instituto Nacional de Biotecnologia y Biologia Estructural (INBIES)
con el objetivo de profundizar en el desarrollo de nuevas estrategias, principalmente para el control
de V. destructor, que permitan minimizar los efectos del acaro en las colonias, evitar las
problemaéticas de resistencia, y posible contaminacion de los productos de la colmena por el uso
de acaricidas sintéticos. Esta alianza hace factible investigar el uso de aceites esenciales como una
alternativa mas sostenible y efectiva para el control de esta parasitosis. Ademas, la Patagonia una
region reconocida por su diversidad y abundancia de plantas medicinales y aromaéticas con
potencial farmacéutico (Gastaldi et al., 2016), ofrece un marco ideal para estas investigaciones.
Dado que existen pocos estudios previos sobre el tema en la region, es de suma importancia que
los apicultores trabajen en estrecha colaboracion con investigadores e instituciones para desarrollar
y evaluar la efectividad de los acaricidas organicos, como los aceites esenciales, para el control de

V. destructor.

El objetivo general de la presente tesis es evaluar el efecto acaricida de los aceites
esenciales de enebro (Juniperus communis) y de neneo (Azorella prolifera) sobre Varroa

destructor e insecticida sobre Apis mellifera en laboratorio. Los objetivos especificos son:
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1) Caracterizar las propiedades quimicas de los aceites esenciales de enebro y neneo
obtenidos en laboratorio.

2) Determinar la actividad acaricida de cada aceite esencial sobre Varroa destructor.

3) Analizar el efecto insecticida de cada aceite esencial sobre adultos de Apis mellifera.

4) Calcular el indice de seleccidn para los aceites esenciales seleccionados.

5) Evaluar en laboratorio la atraccion y repelencia de cada aceite esencial sobre Varroa

destructor.
Hipotesis

1) La presencia de terpenos, en la composicién quimica de los aceites esenciales de J.
communis y A. prolifera, son 6ptimos para el control de V. destructor.

2) Los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera afectan el comportamiento forético
de V. destructor.

3) Las concentraciones seleccionadas de los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera
no actuardn como insecticida frente a A. mellifera.

4) Los aceites esenciales mostraran efectos repelentes sobre V. destructor debido a sus

componentes volatiles.
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METODOLOGIA
Area de Estudio

Para este estudio se seleccion6 un apiario localizado en el noroeste de la provincia de Chubut,
Argentina, especificamente en el predio de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan
Bosco en la ciudad de Esquel (42°55'52,8" S 71°21' 48,9" W) (Figura 5). Este sitio se encuentra
en un ambiente de ecotono o transicidn entre el bosque subantartico y la estepa patagonica. Esta
area se caracteriza por un gradiente de vegetacion, donde el bosque estd dominado por especies
arbdreas como Nothofagus antérctica (fiire), Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera),
Maytenus boaria (maitén), Schinus patagonicus (laura). A medida que la cobertura arbdrea
disminuye y la estepa se hace mas evidente, se encuentran arbustos como Berberis microphylla.
(calafate) Senecio filaginoides, Grindelia anethifolia y Azorella prolifera (neneo). Finalmente, en
la estepa predominan gramineas como Pappostipa speciosa, Pappostipa humulis y Poa ligularis
(Oyarzabal et al., 2018). Ademas de la vegetacion nativa, en las cercanias del apiario se encuentran
plantaciones de especies exoéticas tales como Pinus ponderosa, Larix decidua, Cupressus

macrocarpa y Cupressus arizonica, entre otras.

El clima en Chubut es templado frio y himedo, con nieve en invierno y heladas durante todo
el afio. Las temperaturas medias oscilan entre 3 y 12 °C, variando principalmente con la latitud y
factores locales como la topografia y los vientos predominantes del oeste (Coronato, 1993; Paruelo
et al., 1998). Las precipitaciones, concentradas en invierno, varian de forma decreciente de oeste
a este y tienen una media anual de aproximadamente 600 mm (Leon et al., 1998; Paruelo et al.,
1998).
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Figura 5. Mapa de ubicacién de la zona de estudio. Indica el apiario ubicado en el predio de la Universidad Nacional

de la Patagonia San Juan Bosco, en la localidad de Esquel, provincia de Chubut.

Material Vegetal
Ubicacion y Obtencion del Material Vegetal

Se recolectaron frutos maduros de la especie J. communis (enebro) en el mes de abril del 2023
en dos sitios, uno ubicado en el predio del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
en Trevelin (coordenadas:43°07'22.8" S 71°33'39.6" W; Ruta acceso a Presa Futaleufu, Km 13) y
el otro sitio en una plantacion que se ubica proxima a la Unidad de Extraccion de Aceites
Esenciales (UEAE) de Esquel (coordenadas: 42°55'26.4" S 71°15'46.8" W; Ruta 259 Km 4,5). La
eleccion de dos sitios de recoleccion se fundamentd en la necesidad de obtener una muestra
representativa de la especie y de asegurar la cantidad requerida de aceite esencial para los analisis.
Previo a la extraccion, se procedi6 a limpiar el material recolectado, dejando Gnicamente las bayas,
buscando obtener un aceite esencial de mayor calidad. Estas fueron lavadas con agua potable y
secadas con papel, y finalmente trituradas con un mortero para asegurar una mayor eficiencia en

el proceso (Figura 6).
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Figura 6. Cosecha y procesamiento de los frutos de J. communis.

En cuanto a A. prolifera (neneo), se extrajeron ejemplares completos durante el mes de mayo
del 2023 en el camino al Centro de Actividades de Montafia La Hoya, a 7 km de la ciudad de
Esquel (coordenadas 42°51'15.3" S 71°17'12.8" W). El material vegetal se recolecto en el estadio
fenoldgico de prefloracion, ya que existe evidencia de que es la época con mayor concentracion
de compuestos fendlicos en las plantas en ambientes patagonicos (Gonzéalez et al., 2018). Del
material recolectado se selecciono la raiz, se lavé con agua potable y se cortd en trozos pequefios
para aumentar la eficiencia de extraccion, dejandolos secar sobre carton y diario durante una

semana aproximadamente (Figura 7).

Figura 7. Recoleccién y procesamiento de A. prolifera.
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Obtencion de los Aceites Esenciales

Los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera se obtuvieron mediante la técnica de
extraccion por arrastre con vapor de agua. Para ambas especies, se realizaron destilaciones
independientes utilizando el Equipo de Laboratorio de la Unidad de Extraccion de Aceites
Esenciales (UEAE) del Instituto de Biotecnologia Esquel (INBIES) perteneciente a la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco (UNPSJB). La cuba de destilacion utilizada tiene una
capacidad de 4 litros, esta fabricada en su totalidad en acero inoxidable, y cuenta con generacion
interna de vapor de agua saturado a 100 °C. En su interior, tiene la resistencia eléctrica, y en la

parte superior dos cestas de acero inoxidable donde se coloca el material vegetal a procesar.

Para poder obtener los aceites esenciales en primer lugar, se procedio a llenar la cuba con 3l
de agua potable para la generacion interna del vapor de agua. Posteriormente se peso la fitomasa
a procesar en cada ciclo y se distribuy6 en las cestas de la cuba. Una vez acondicionado el material

dentro las mismas se colocé dentro de la cuba dando inicio al proceso de extraccion.

Este proceso consiste en que, una vez alcanzado el equilibrio térmico dentro de la cuba, el
vapor de agua generado atraviesa el material vegetal, arrastrando los aceites esenciales hacia el
condensador. Esta mezcla de vapor de agua con aceite esencial extraido, tras pasar por el
condensador, pasa de estado gaseoso a liquido, que, por diferencia de densidad, se separa el aceite

esencial puro del hidrolato (Figura 8).

Se utilizaron 1695 g de frutos maduros de J. communis y 886 g de raices de A. prolifera. Se
realizaron dos destilaciones por especie, cada una de una duracion de 1 h y 30 min. Una vez
finalizado el proceso de extraccion, los aceites esenciales fueron almacenados en frascos de vidrio

color ambar y conservados a 4 °C en un ambiente sin acceso a la luz solar hasta su utilizacion.

Se calculé el rendimiento para cada proceso de destilacion, expresado como volumen (ml) de

aceite esencial obtenido a partir de la fitomasa (kg) procesada.
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Condensador

Cestas con
materia vegetal
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Resistencia eléctrica —/\N\,—

Figura 8. Esquema ilustrativo del equipo para extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor (Fuente:

elaboracion propia).
Caracterizacion de los Aceites Esenciales

indice de refraccion

Para conocer la velocidad de la luz a la cual pasa por los aceites esenciales se procedié a medir
el indice de refraccion y mediante un refractometro Abbe a 20 °C. Para poder medir el indice de
refraccion se inicié el procedimiento al encender el refractometro. Luego, se abrid la tapa del
prisma superior y utilizando un gotero se depositd una muestra del aceite esencial directamente
sobre la superficie del prisma de medicion. Se tuvo especial cuidado de no tocar la superficie del
prisma con el gotero. Una vez aplicada la muestra, se cerrd la tapa superior. Posteriormente, se
ajusté el dial frontal hasta obtener el mejor contraste posible entre los dos campos de vision. Luego,
se movid el dial lateral con el objetivo de ubicar la linea divisoria de los dos campos exactamente
en la interseccion de las lineas cruzadas. Finalmente, se bajé la perilla para obtener la lectura

directa del indice de refraccion en la escala superior del instrumento (Figura 9).
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Cruz de enfoque

Linea horizonte

Escala de grados Brix
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Indice de Refraccion

Figura 9. Vista a través del ocular de un refractometro Abbe. La imagen de la izquierda muestra una vista desenfocada,
mientras que la imagen de la derecha muestra la imagen enfocada correctamente en la cual se ajusta la linea de
separacion entre las zonas claras y oscuras para poder obtener el indice de refraccion (Modificado de Bellingham &
Stanley, 2023).

Composicion quimica: Cromatografia Gaseosa

Para conocer la composicion quimica de los aceites esenciales se realiz6 una cromatografia de
gases en un cromatégrafo CHROMPACK CP- 9003 equipado con una columna capilar CP-SIL
5CB-MS FS 60 x 0.32 (1.0). Se utiliz6 Nitrégeno como gas portador. El programa de temperatura
empleado fue el siguiente: temperatura inicial de 60 °C (durante 0 min), seguido de un incremento
de temperatura de 4 °C/ min hasta alcanzar una temperatura final de 240 °C. Se inyect6 0,2 pl de
muestra a una temperatura del inyector de 270 °C. La deteccion se realiz6 mediante un detector de
ionizacion de llama (FID) a una temperatura de 270 °C. Para la identificacion de los componentes
quimicos de los cromatogramas obtenidos, se compararon los patrones disponibles en la biblioteca
cromatografica de la UEAE. De esta forma, se pudieron identificar los componentes mayoritarios

presentes en cada aceite esencial.
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Muestreos de A. melliferay V. destructor

Las muestras se obtuvieron durante los meses de febrero hasta abril del 2024. Se colectaron
acaros y abejas adultas provenientes del apiario del establecimiento “Valle andino”, ubicado en el
predio de la UNPSJB. Estas colonias sirvieron como fuente de parésitos al mantenerse sin
tratamiento durante mas de 6 meses. Para la obtencion de los ejemplares de acaros y abejas se
utilizaron colonias de A. mellifera con alta prevalencia de V. destructor (mayor al 10 % de
infestacion). Anualmente, se realiza un tratamiento a principios de marzo, después de la cosecha
de miel, mediante la aplicacion rotativa de acaricidas sintéticos: amitraz o flumetrina, rotando su

uso cada afio.

Prueba del Frasco

En primer término, se realizo la prueba del frasco para conocer el porcentaje de infestacion
por varroosis de las colmenas. Para esta prueba se utilizé un frasco de boca ancha el cual en su
interior contiene un embudo con una rejilla, agua y detergente. Se tomaron aproximadamente 300
abejas nodrizas de un cuadro con cria. Para ello se desliz6 el frasco hacia abajo de ambas caras del
cuadro de tal forma, que las abejas se deslizaron dentro del embudo. Luego se agit6 enérgicamente
durante cinco minutos para lograr el desprendimiento de los acaros. Posteriormente se lavd la
muestra con abundante agua para evitar que los parasitos queden adheridos a las abejas. Para
calcular el porcentaje de infestacion, se realizé el conteo de acaros y abejas presentes en la muestra
mediante visualizacién directa. Se dividio la cantidad de &caros por el nimero de abejas, dicho
valor se multiplicé por 100 dando asi el porcentaje de varroosis presente en la colmena (SENASA,
2010) (Figura 10).

Se consider6 una colmena infestada cuando el porcentaje de infestacion fuese igual o

superior a 10 %.
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Frasco con agua,
detergente y red.

o Toma de muestra
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abejas

Figura 10. Pasos (1-5) para determinar a partir de la prueba del frasco el porcentaje de infestacién por varroosis.

Colecta de Varroa destructor

Tras identificar las colmenas infestadas, se seleccionaron dos de ellas que cumplian con el
porcentaje minimo requerido de infestacion. De cada colmena se separaron dos cuadros con cria
(4 en total), los cuales se colocaron en incubadora durante 24 horas a temperatura y humedad
constante (30 °C y 60 % HR). De estos cuadros se obtuvieron las hembras adultas del &caro, para
lo cual se desopercularon e inspeccionaron las celdas individuales, con una pinza de laboratorio y
con luz artificial. Los &caros encontrados fueron recolectados con un pincel fino y colocados en

cajas de Petri las cuales contenian larvas de abeja como fuente de alimento (Figura 11).

Colecta de adultas Apis mellifera

Se colectaron abejas obreras recién emergidas (entre 0 y 3 dias de edad) de los cuadros
previamente colocados en la incubadora, de los cuales también se obtuvieron los acaros. Las abejas
fueron cuidadosamente transferidas a un frasco ventilado y provisto de alimento (candy y agua)

para su posterior uso en los ensayos (Figura 11).

26



Colecta de 4. mellifera
I '

Colecta de V. destructor

Figura 11. Proceso de recoleccion de A. mellifera'y V. destructor.
Bioensayos

Bioactividad de los Aceites Esenciales

Se realizaron ensayos para calcular la concentracion letal 50 (CLsp) de los aceites
seleccionados para tratar V. destructor mediante el método de exposicion completa descripta por
Ruffinengo et al. (2005).

Para los tratamientos se utilizaron placas Petri de vidrio de 10 cm de diametro x 10 mm alto,
dentro de cada una de las tapas de las placas se coloc un aro de goma espuma para evitar el escape
de los &caros. Cada aceite esencial se diluyé en 1 ml de acetona hasta una concentracion deseable
(2,5; 5; 10 y 20 ul/ml por cépsula de Petri) (Ruffinengo et al., 2005; Iglesias et al., 2020) y se
aplicéd 1 ml de esta dilucién en el fondo de cada placa de Petri. Luego de su aplicacién, todas las
placas se dejaron abiertas durante 5’ para lograr la evaporacion del solvente. Se realizaron cinco
réplicas por tratamiento mas el control que tenia sélo 1 ml de acetona en el fondo de la placa de
Petri.

Luego de la evaporacion del solvente, se procedié a colocar en el interior de cada capsula
cinco acaros y cinco abejas obtenidos de los cuadros que se encontraban en la incubadora (50 cajas

en total, 20 con aceite de enebro més 5 control y 20 con aceite de neneo méas 5 control) (ver seccion
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“Colecta de V. destructor” y “seccion Colecta de adultas 4. mellifera”). Como alimento para las
abejas se adiciond candy (mezcla de agua y azucar impalpable) dentro de cada placa y, también
esponjas humedecidas con agua para mantener la humedad (Figura 12).

Los acaros y abejas fueron expuestos a los tratamientos durante 72 h y la mortalidad de ambos
se cuantifico a las 24 h, 48 h'y 72 h desde el inicio del ensayo. Durante la duracién del ensayo las
capsulas se mantuvieron en incubadora a 60 % HR y 30 °C. La mortalidad de los &caros se evalud
mediante exposicion a una fuente de luz durante un lapso de cinco minutos: la falta de respuesta
frente al estimulo se considerd un indicio de muerte. Todas las abejas (muertas y vivas) fueron
inspeccionadas visualmente para detectar la presencia de acaros (Figura 13). Ademas, para cada
tratamiento y en cada tiempo de observacion, se determiné el indice de seleccién, calculado como

la relacion entre CLso A. mellifera'y CLso V. destructor (CLso A. mellifera/CLsp V. destructor).

““- “““.‘- ‘.‘“‘- .."“‘- ™

Control o " ‘e « v ‘m e v ‘m o v o o o S
o o o - o

25| . o o " e e " . on o ° e
% p o - o - e . e
o o o o o

5' R oss . e o " e Py e o ¢ o
H - - - o - -
™ - ™ - o

. o . o . " e . - e .Y e

10“' - - o - o o -
" o- o - o L™

0 (TN D)) (T
o - e o o o e - e

Figura 12. Representacién grafica del ensayo de exposicion completa: 5 acaros con 5 abejas por placa, con 5

réplicas por tratamiento para cada uno de los aceites esenciales.
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Visualizaciéon después del
tiempo de exposicion

Preparacion de diluciones de

los Aceites esenciales

Incubadora A. mellifera con V. destructor
(Diluciones + abejas+ acaros)

Figura 13. Esquema del bioensayo de Bioactividad de Aceites esenciales.

Test de Atraccion y Repelencia

Estos ensayos se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Damiani et al., (2011).
Para cada tratamiento (CLso del aceite esencial), se utilizaron 10 placas de Petri (10 cm diametro),
lo que equivale a 10 repeticiones. Ademas, se incluyeron 5 repeticiones para el control, siendo un
total de 15 placas por aceite esencial (Figura 14). Cada placa de Petri se dividio en dos secciones
(Ey C). En cada seccion se colocd un circulo de papel filtro de 1 cm de didmetro, ubicandolos en
la base de la placa de Petri. El papel colocado en la seccion E, estaba embebido con 8 pl de aceite
esencial a testear (enebro o0 neneo), diluido con el solvente (acetona) en la concentracion de la CLso
calculada (ver seccion “Bioactividad de los Aceites Esenciales”). La seccion C, como control, se
impregnd nicamente con 8 pl acetona. Ambas soluciones se dejaron evaporar antes de introducir
un acaro hembra adulta en el centro de la placa. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente
y oscuridad, luego de transcurridos 90 minutos, se registrd la ubicacion de los acaros segun las

areas de division de cada placa (Kraus et al., 1994).
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Figura 14. Disposicion de las secciones que dividen la placa de Petri para el ensayo de atraccion y repelencia
(E: aceite esencial; C: control con acetona; los circulos naranjas corresponden al papel de filtro para cada seccién).

Analisis Estadistico

Para la determinacion de la CLso se utilizo un calculador libre LDso/CLso (Dr. M. Alpha Raj,
Calcuating LDso/LCso Probit Analysis in Excel Blog, 2016) mediante las tres observaciones (ver
seccion “Bioactividad de aceites esenciales”). Ademas, se realizaron comparaciones multiples

entre todos los valores de CLso obtenidos (APHA, 1992).

A su vez, se determind la concentracion maxima de aceite esencial que no causé un aumento
significativo en la mortalidad de las abejas en comparacion con el grupo control. Este valor,
conocido como Nivel Sin Efecto Adverso Observado (NOAEL, por sus siglas en inglés: “no
observed adverse effect level”), es un pardmetro fundamental en la toxicologia y evaluacion de
riesgos. Para su célculo, se empleo la prueba de Chi2 para comparar la mortalidad entre los grupos
tratados y el control. Se consider6 como NOAEL la concentracion mas alta en la cual la mortalidad

de las abejas no difirid significativamente (a = 0,05) del control (Medrzycki et al., 2013).

Los efectos atractivos-repelentes de los aceites esenciales sobre los acaros, se analizaron por
contraste con la frecuencia observada de acaros en cada zona mediante una prueba binomial para
una variable dependiente categérica de dos niveles usando el software InfoStat version 2011 (Di
Rienzo et al., 2011), version.
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RESULTADOS

Analisis de los aceites esenciales

Aceite esencial de J. communis

Rendimiento: A partir de 1,695 kg de fruto maduro de enebro se logré extraer 6,5 ml de

aceite esencial, lo que representa un rendimiento de 3,83 ml/kg.

Caracterizacion:

indice de refraccion: El indice de refraccion presenté un valor de y =1,4771.
Composicion quimica: El analisis cromatogréafico permitio identificar el 92,98 % del
total de los componentes del aceite esencial. Entre ellos se destacan el a- pineno (32,72
%), seguido por el mirceno (17,97 %), limoneno (14,63 %) y sabineno (13,51 %)
(Figura 15).

Aceite esencial de enebro

otros 7,02

germacreno D memmmmm 3 46

Componentes

Figura 15.

o-hunuleno s 2 82
cariofileno = 160
4-terpineol == 1,01
terpicoleno == 133
y- terpineno = 0,89
limoneno mEEEE——————————————— |/ 63
A-cimeno 1 0,38
A3-careno ® 0,46
B- pineno mmm 192
mirceno | 17,97
sabineno mEE——————— |3 5]
canfeno 1 0,28
o- pineno | 32,72

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
Porcentaje (%)

Perfil quimico del aceite esencial de enebro. Se observan los porcentajes de los componentes del aceite.
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Aceite esencial de A. prolifera
Rendimiento: A partir de 0,886 kg de raiz de neneo, se obtuvo un rendimiento de aceite
esencial de 3,95 ml/kg, correspondiente a 3,5 ml de aceite esencial extraido.
Caracterizacion:
e indice de refraccion: El indice de refraccion medido dio un valor de » =1,4878.
e Composicion quimica: Se pudo identificar el 88,80 % del aceite esencial mediante
cromatografia de gases. Los componentes mayoritarios obtenidos fueron el a-
pineno (51,50 %) y el limoneno (14,21 %) (Tabla 2) (Figura 16).

Aceite esencial de neneo

otros NN 11,20
biciclogermacreno M 5,38
germacreno D M 2,48
a-humuleno I 3,64
a-guaieno N 5,48
limoneno NN 14,21

Componentes

B- pineno WE 1,99
mirceno M 2,66
Canfeno M 1,46
a- pineno I 51,50

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Porcentaje (%)

Figura 16. Composicion del aceite esencial de neneo. Los valores de los componentes estan representados en

porcentaje.

Compuestos en comun de los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera

Los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera mostraron compuestos mayoritarios
en comun, como o-pineno y limoneno. Si bien el porcentaje de limoneno es similar en ambos

aceites esenciales, en otros compuestos presentan diferencias en sus porcentajes (Figura 17).
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Componentes en comun
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Hneneo 51,50 1,46 2,66 1,99 14,21 3,64 2,48

Henebro Mneneo

Figura 17. Componentes quimicos compartidos entre los aceites de enebro y neneo.

Bioensayos: Apis mellifera y Varroa destructor
Bioactividad del aceite esencial de enebro
Prueba de letalidad en Apis mellifera: Concentracion letal 50 (CLso) y NOAEL

Los valores estimados de CLsg para A. mellifera expuestos al aceite esencial de enebro se
presentan en la tabla 1. A las 48 horas, se registré el menor valor de la CLs (0,24 pl/ml), indicando

una mayor toxicidad del aceite para las abejas en este periodo de tiempo.

Tabla 1. Valores de la CLso (ul/ml) para A. mellifera en cada intervalo de tiempo con el aceite esencial de enebro. Los

valores en paréntesis corresponden a los minimos y maximos.

Abejas CLso (ul/ml)
24h 48h 72h

537,09 (69,70- 4138,31) 0,24 (0,05-1,21) No estimado

La mortalidad de las abejas no fue significativa tras la aplicacion de los tratamientos
del aceite esencial en comparacion al control en ninguna de las concentraciones ni tiempos de
exposicion evaluados [(NOAEL de 2,5 ul/ml (X?(1, N = 50) = 2,38 p = 0,12), NOAEL de 5
pl/ml (X2(1, N = 50) = 1,49 p =0,22), NOAEL de 10 pl/ml (X2 (1, N=50)=2,38 p=0,12y
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el NOAEL de 20 pl/ml (X% (1, N=50)=0p = 1)].

Si bien se observa una ligera tendencia al aumento de mortalidad a las 48 horas, en las
concentraciones 2,5 pl/ml; de 5 ul/mly 10 pl/ml, esto no resulté significativo estadisticamente.
Ademas, se observé que la concentracion de 10 ul/ml mostréo una mortalidad méas alta en

ambos tiempos de exposicion, en comparacion a las demas concentraciones evaluadas (Figura
18).

Bioensayo: enebro y abejas
100%
80%

60%

24HS
m48HS

40%

Mortalidad (%6)

20%

. B s

0 25 5 10 20
Concentraciones (ul/ml)

Figura 18. Bioensayo con el aceite esencial de enebro, analizando la mortalidad de las abejas segun las distintas

concentracion y tiempo de exposicion. Valores de mortalidad representados en porcentaje (mediat desviacion
estandar).

Prueba de letalidad en Varroa destructor: Concentracion letal 50 (CLso)

Los resultados de CLsg para V. destructor se indican en la tabla 2. En este caso, el menor
valor de CLsg se obtuvo a las 24 horas, siendo un valor de 3,33 ul/ml. El mayor porcentaje de

mortalidad (64 %) para &caros se encuentra en las concentraciones de 10 pl/mly 20 pl/ml a las 48
horas (Figura 19).
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Tabla 2. Valores de CLso (uI/ml) para V. destructor en cada intervalo de tiempo con el aceite esencial de enebro. En
paréntesis se muestran los valores minimos y maximos.

Acaros CLso (ul/ml)
24h 48h 72h

3,33 (0,40-27,25) 3,59 (2,57-5,02) No estimado

Bioensayo: enebro y acaros
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Figura 19. Bioensayo con aceite esencial de enebro: mortalidad de acaros segln concentracion y tiempo de

exposicién. Valores de mortandad representados en porcentaje mediax desviacion estandar).

Indice de Seleccion (A. melllifera / V. destructor)

Se calculo el indice de seleccion del aceite esencial para cada intervalo de tiempo de
exposicion. A las 24 horas, se obtuvo el indice méaximo con un valor de 161,28. EI minimo se

obtuvo a las 48 horas, con un valor de 0,06. No se pudo determinar el indice de las 72 horas.
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Test de atraccion y repelencia en Varroa destructor

El aceite esencial de enebro no mostro signos de atraccion o repulsion en acaros de V.
destructor. El analisis de Chi? no reveld diferencias significativas (x*= 1,6593, p- valor=0,197) en
la distribucién de los acaros entre el control y la concentracion del aceite esencial testeada (CLso

enebro).

Bioactividad del aceite esencial de neneo
Prueba de Letalidad en Apis mellifera: Concentracion letal 50 (CLso) y NOAEL

Los valores estimados de CLso para A. mellifera expuestos al aceite esencial de neneo se
presentan en la tabla 3. En este caso, el valor de CLsg menor se obtuvo a las 72 horas con un valor
de 8,14 ul/ml.

Tabla 3. Valores de CLso (ul/ml) para A. mellifera en cada intervalo de tiempo con el aceite esencial de neneo. En

paréntesis se muestran los valores minimos y méaximos

Abejas CLso (ul/ml)
24h 48h 72h

14,68 (9,42-22,86) 13,36 (8,81-20,26) 8,14 (5,73-11,57)

La mortalidad de las abejas no fue significativa tras la aplicacién de los tratamientos
del aceite esencial en comparacion al control en las concentraciones méas bajas (NOAEL de
2,5 pl/ml (X3(1, N = 50) = 3,03 p = 0,08), NOAEL de 5 pl/ml (X?(1, N =50) = 0,13 p =0,71),
NOAEL de 10 pl/ml (X2 (1, N = 50) = 3,30 p= 0,06). Sin embargo, la mortalidad de abejas
fue significativa con el tratamiento de 20 pl/ml en comparacion con el control (NOAEL de 20
ul/ml (X2 (1, N = 50) = 18 p = 0,000022). Este resultado, se refleja claramente en la figura 20,
donde se observa un aumento de mortalidad con la concentracion de 20 pl/ml, alcanzando un

maximo del 80 % de mortalidad.
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Bioensayo: neneo y abejas
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Figura 20. Bioensayo con aceite esencial de neneo: mortalidad de abejas segin concentracién y tiempo de
exposicion. Valores de mortandad representados en porcentaje (mediat desviacion estandar).

Prueba de Letalidad en Varroa destructor: Concentracion letal 50 (CLso)
Los resultados de CLsgo para V. destructor se indican en la tabla 4. En este caso, el valor
de CLso menor se obtuvo a las 72 horas con un valor de 2,72 pl/ml. En cuanto al mayor

porcentaje de mortalidad de acaros, fue en la concentracion de 10 pl/ml para las 48 horas con
un valor del 80 % (Figura 21).

Tabla 4. Valores de CLs (ul/ml) para V. destructor en cada intervalo de tiempo con el aceite esencial de neneo. En

paréntesis se muestran los valores minimos y maximos.

Acaros CLso (ul/ml)
24h 48h 72h

4,13 (2,69-6,40) 2,99 (2,00-4,46) 2,72 (1,82-4,07)
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Bioensayo: neneo y acaros
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Figura 21. Bioensayo con aceite esencial de neneo: mortalidad de &caros seglin concentracion y tiempo de exposicion.
Valores de mortalidad representados en porcentaje, (mediat desviacion estandar).
indice de seleccion (A. melllifera / V. destructor)

Se calcul6 el indice de seleccion del aceite esencial para cada intervalo de tiempo de
exposicion. El indice maximo (4,46) se registro a las 48 horas, seguido por un valor de 3,55 a las
24 horas. El indice minimo (2,98) se registro6 a las 72 horas.

Test de Atraccion y Repelencia en Varroa destructor

El aceite esencial de neneo, no mostréd signos de atraccion o repulsion en acaros de V.
destructor. El andlisis de Chi? realizado no revel6 diferencias significativas (x*= 3,6161, p- valor=
0,057) en la distribucion de los acaros con respecto al control y la concentracion del aceite esencial
testeada (CLso neneo).

Toxicidad de los aceites esenciales en A. melliferay V. destructor

La aplicacion del aceite de enebro a una concentracion de 10 ul/ml provocé una mortalidad
del 20 % en Apis mellifera y un 52 % en Varroa destructor. Estos resultados junto con el valor de
Clso para los acaros se muestran en la figura 22. En cuanto a la aplicacion del aceite de neneo, se
registro que en la concentracion de 20 pl/ml alcanz6 una mortalidad del 68 % para A. mellifera 'y
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un 100 % para V. destructor. Los resultados obtenidos, junto con los valores de CLso para abejas
y el CLsp para acaros se pueden observar en la figura 23.

Toxicidad con el aceite esencial de enebro

100%
= 80%
S
= 60%
° @ CL;=333
I 40%
1
o
= 20% /\
0% o ¢
control 2,5 pl/im 5 pl/m 10 pl/m 20ul/m

Concentraciones

—@—abeja 24hs acaro 24hs

Figura 22: Toxicidad del aceite esencial de enebro en distintas concentraciones para abejas y &caros. Se sefiala un
circulo rojo para la Clsp de varroa.

Toxicidad con el aceite esencial de neneo
120%

100%

80%

60%
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20%
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Figura 23: Toxicidad del aceite esencial de neneo en distintas concentraciones para abejas y &caros. Se sefiala un
circulo rojo la Clso de abejas y Clso de varroa.
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DISCUSION

Aceites esenciales

Aceite esencial de J. communis

El rendimiento del aceite esencial obtenido de los frutos de J. communis en este estudio
(0,38 %), se encuentra dentro del rango reportado por literatura (0,2 a 3,8 %) (Agastra et al., 2021).
Las propiedades fisicas del aceite, como el indice de refraccion, se encuentran dentro de los
parametros esperados de los aceites esenciales de alta pureza (1,470 a 1,480). La composicion
quimica, dominada por monoterpenos, revel6é al a- pineno como el componente mayoritario,
seguido por mirceno, limoneno y sabineno. Esta composicion es similar a la reportada en otros
estudios sobre este aceite esencial (Bais et al., 2014; Gao et al., 2019; Agastra et al., 2021; Esteban
et al., 2023). Sin embargo, Dambolena et al. (2011) observaron variaciones en la composicion
quimica, donde el sabineno fue el compuesto mayoritario, proveniente de plantaciones de INTA
en la localidad de Trevelin. Estas variaciones en las composiciones quimicas pueden explicarse
por ser diferentes sitios de recoleccién y por las condiciones edafoclimaticas (Radoukova et al.,
2018). En este estudio, al mezclar los frutos de dos localidades con diferencias edafoclimaticas, es
de esperar que se encuentra variacion en la composicion quimica, en comparacion con estudios

que se centran en una Unica poblacion.

Aceite esencial de A. prolifera

Los resultados obtenidos en este estudio revelan que el rendimiento del aceite esencial de
las raices de A. prolifera (0,39 %) se encuentra dentro del rango reportado en la literatura (0,35 -
1,85 %) (Juérez et al., 2016). Respecto a las propiedades fisicas del aceite, este estudio presenta
los primeros reportes sobre su indice de refraccion (1,4878). Asimismo, a diferencia de estudios
previos, no se encontraron datos en la literatura sobre la densidad de este aceite. Ravetta & Soriano
(1998) mencionan la presencia de una oleorresina en tallos y raices, compuesta por aceites
esenciales, resina y goma, pero no proporcionan datos cuantitativos sobre su densidad. La
composicion quimica, dominada por monoterpenos, principalmente el a- pineno y limoneno, es
similar a estudios previos (UEAE- INBIES, 2022). Sin embargo, hay variaciones en su
composicion, por ejemplo, Juarez et al. (2016) mencionan que el compuesto principal en el aceite
esenciales es el biciclogermacrenol, mientras que en este estudio el componente mayoritario es el

a- pineno. Esta variacion puede estar relacionada a los distintos sitios de recoleccion, ya que en el
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estudio de Juarez et al. (2016) se recolecto en tres provincias (Neuquén, Rio Negro y Chubut),

mientras que en este estudio fue solo en sitio puntual.

Bioensayos: toxicidad y actividad acaricida

Los resultados de los bioensayos demostraron que el aceite de J. communis presenta una
baja toxicidad para Apis mellifera, respaldado por un valor de NOAEL no significativo, y un efecto
toxico para Varroa destructor. La toxicidad en los acaros podria estar relacionada con la presencia
de mirceno. Estudios previos han mostrado que el mirceno, en combinacidn con otros compuestos,
pueden causar la muerte de acaros, como la arafiuela roja (Tetranychus urticae) por contacto o por
asfixia (Cavalcanti et al., 2010). Ademas, la presencia de - pineno y cariofileno en este aceite se
han encontrado en concentraciones similares reportadas en otros aceites con actividad acaricida
como el de Acantholippia seriphioides, por lo cual esta evidencia refuerza su potencial para el

control de Varroa destructor (Ruffinengo et al., 2005).

Asimismo, es importante mencionar que hay estudios en los cuales se demostro que los
monoterpenos como el mirceno, timol, linalol y cariofileno han exhibido una prometedora
actividad acaricida contra V. destructor (Ruffinengo et al., 2005; Damianni et al., 2009; Cavalcanti
et al., 2010; Maggi, 2010; Gimenez Martinez et al., 2019).

Los valores de concentracion letal (CLsgo) de A. mellifera, de este estudio, fueron superiores
al de otros aceites evaluados de plantas patagonicas, como por ejemplo el del aceite de Syzygium
aromaticum (15,53 pl/ml), Acantholipia seriphiodes (2,0303 pl/ml), Aloysa polystachya (>25
pl/ml) y Schinus molle (>25 ul/ml) quienes mostraban una baja toxicidad en abejas, asi como una
buena actividad acaricida (Ruffinengo et al., 2005; Maggi, 2010). Asimismo, en este estudio el

aceite esencial de enebro fue practicamente inocuo para las abejas.

Los valores de concentracion letal (CLso) de ambos aceites para V. destructor son similares
a los de otras investigaciones (Ruffinengo et al., 2005; Iglesias 2024). Por ejemplo, Ruffinengo et
al. (2005) informaron que los aceites de Acantholippia seriphiodes, Eupatorium bunifolium,
Aloysia polystachya, Lippia junelliana y Lippia turbinata demostraron una buena actividad
acaricida frente a V. destructor, asi como una baja toxicidad en las abejas. Uno de los puntos a
destacar es que la composicion quimica de estos aceites esenciales fue similar a los de enebro y

neneo, con a- pineno, limoneno como componentes principales. Sin embargo, el aceite enebro se
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distingue por presentar mayores concentraciones de mirceno y sabineno en comparacion con los

aceites evaluados por Ruffinengo et al. (2005).

En esta investigacion, los aceites obtenidos no actian como atrayentes ni como repelentes
de los acaros. Otros investigadores han utilizado este test y han obtenido resultados muy variados
(Ruffinengo et al., 2005; Damiani et al., 2011; Iglesias et al., 2022). Por ejemplo, los aceites
esenciales que han resultado ser repelentes son los de L. junelliana, M. mollis y L. turbinate
(Ruffinengo et al., 2005). Pero hasta el momento no se ha encontrado una relacion clara entre los
aceites esenciales y los efectos repelentes (Iglesias, 2024). Este trabajo y hallazgos anteriores en

la literatura sugieren que la aplicacion de estos aceites deberia basarse en la actividad miticida.

Estos resultados son prometedores, teniendo en cuenta que un buen acaricida tiene que
reducir la infestacion de acaros, evitando al mismo tiempo una alta toxicidad y letalidad para las
abejas meliferas (Brasesco et al., 2017). En este sentido, ambos aceites han demostrado tener un
indice de selectividad adecuado para ser testeados a campo, siendo mas prometedor el aceite

esencial de enebro.

CONCLUSIONES
Las conclusiones del presente trabajo fueron las siguientes:

e El aceite esencial de Juniperus communis demostrd ser una alternativa prometedora para
el control de Varroa destructor. Los bioensayos demostraron una baja toxicidad para Apis
mellifera tras 24 horas de exposicién. Por lo cual se confirma la hipotesis 1 que establece
que la presencia de terpenos, en la composicion quimica de los aceites esenciales de J.
communis y A. prolifera, son 6ptimos para el control de V. destructor. Asimismo, se
confirma la hipdtesis 3 que menciona que las concentraciones seleccionadas de los aceites

esenciales de J. communis y A. prolifera no actuaran como insecticida frente a A. mellifera.

e El aceite esencial de Azorella prolifera también presenté actividad acaricida contra Varroa
destructor. Sin embargo, su indice de seleccion fue menor que el del aceite de enebro, ya
que este aceite resulto toxico para las abejas en una concentracion de 20 pul/ml. Por lo tanto,
también se confirma la hipotesis 1.
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La composicion quimica de los aceites esenciales, dominada por monoterpenos,
especialmente el a- pineno y mirceno, explican en gran medida su actividad acaricida. En
estudios previos han demostrado que el mirceno en conjunto con otros compuestos presenta

propiedades acaricidas, causando la muerte de los acaros.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el aceite esencial de J. communis
podria afectar la capacidad de los acaros para adherirse a las abejas al alterar su
comportamiento y finalmente morir. Sin embargo, dado que no se pudo evaluar
directamente este cambio de comportamiento, se rechaza la hipétesis 2, que establece que
los aceites esenciales de J. communis y A. prolifera afectan el comportamiento forético de
V. destructor.e Se requieren mas estudios para profundizar el efecto directo del aceite sobre

el comportamiento de los &caros.

Ninguno de los aceites esenciales evaluados mostro efectos atrayentes o repelentes sobre
Varroa destructor. Por lo tanto, se rechaza la hipdtesis 4 la cual establece que los aceites
esenciales muestran efectos repelentes sobre V. destructor debido a sus componentes

volatiles.

Consideraciones finales

La crisis sanitaria causada por Varroa destructor y la creciente demanda de estrategias

organicas para su control, han impulsado una intensa busqueda de herramientas innovadoras a
partir de investigaciones cientificas que han ido incrementandose en los Gltimos afios. Esto no es
ajeno a la provincia de Chubut, el sector productivo y el sector cientifico, ponen a prueba tanto el
aceite esencial de enebro como el de neneo con resultados prometedores. Gracias a esta
investigacion se ha demostrado el potencial del aceite esencial de Juniperus communis como una
alternativa natural y prometedora para el control de la V. destructor. Dejando paso a futuras
investigaciones para terminar de establecer la eficacia de este aceite, como los ensayos en larvas

de Apis mellifera y luego ensayos a campo.

43



La utilizacion de aceites esenciales, no solo ofrece una solucion mas sostenible para el
control de plagas en la apicultura, sino que también promueve el aprovechamiento de los recursos
naturales locales. Esto no solo beneficia a los apicultores, sino que también fortalece la economia

regional y fomenta précticas agricolas mas respetuosas con el medio ambiente.

La colaboracion interdisciplinaria entre quimicos, biologos y apicultores es fundamental
para avanzar en esta linea de investigacion y desarrollar estrategias de manejo de la varroosis mas
sostenibles y eficaces. Al fortalecer los vinculos entre la ciencia y la produccion, podremos

contribuir al desarrollo de una apicultura mas competitiva y resiliente en la region.
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