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RESUMEN

La apicultura es una actividad que produce importantes beneficios a la agricultura y el medio ambiente; Por medio de la
accion polinizadora de las abejas se contribuye a aumentar la productividad asi como también la diversidad bioldgica en el
ecosistema. En los ultimos anos, se ha incrementado considerablemente las prevalencias parasitarias en esta especie, espe-
cialmente la Varroasis, enfermedad causada por el acaro Varroa destructor. Este agente causal, produce pérdidas entre 30%
y 50% del total de la produccién y a su vez pueden generar dafios en la calidad de la miel por el uso excesivo de quimicos
para el control de la enfermedad, asi como el deterioro lento y progresivo en la salud de los productores1. Observando esta
situacion, se evaluo la incidencia del Hongo Beauveria bassiana en las poblaciones naturales de Varroa destructor, en la aca-
rofauna asociada, y en los restos de la colmena, mediante pruebas de patogenicidad en condiciones de laboratorio evaluando
el efecto entomopatdgeno del biocontrolador para luego introducirlo en los apiarios infectados con la enfermedad. De acuerdo
a los resultados obtenidos, la infestacion en estado adulto de V. destructoren A. mellifera africanizada en el muestreo realizado
en la finca Felisa ubicada en el municipio de Los Patios, registrd porcentajes de infestacion en colmenas entre 3,4 % a 8.3%,
en estado de cria la infestacion fue de 4.5% a 13.7%. Durante las pruebas de laboratorio se logroé observar que el hongo B.
bassiana atacé el acaro realizando un control eficaz sin perjudicar a las abejas, el propdleo y la miel permitiéndole a este in-
secto seguir con sus actividades normales, controlando la enfermedad de forma biolégica y no quimica.

Palabras claves: Beauveria bassiana, Entomopatégeno, Acarofauna, Varroa destructor.
ABSTRACT

Beekeeping is an activity that produces significant benefits to agriculture and the environment; Through the pollination ac-
tion of bees helps to increase productivity as well as biodiversity in the ecosystem. In recent years, has significantly increased
prevalence of parasites in this species, particularly the Varroasis, a disease caused by the mite Varroa destructor. The causal
agent produces losses between 30% and 50% of total production and in turn can cause damage to the quality of honey by the
excessive use of chemicals for disease control and the slow and progressive deterioration health of producers. Noting this, we
evaluated the incidence of fungus Beauveria bassiana in natural populations of Varroa destructor in acarofauna associated, and
the remains of the hive by pathogenicity tests in laboratory conditions to evaluate the effect of the biocontrol entomopathogenic
then enter in apiaries infected with the disease. According to the results obtained in the adult infestation of V. destructorin Apis
mellifera Africanized sampling Felisa made on the farm in the municipality of Los Patios, recorded rates of infestation in hives
from 3.4% to 8.3% on the infection status of breeding was 4.5% to 13.7%. In laboratory tests it was possible to observe that
the fungus B. bassiana attacked by an effective control mites without harming bees, propolis and honey allowing the insect to
continue their normal activities, controlling the disease in a biological, not chemical.
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INTRODUCCION

La abeja Apis mellifera es proveniente de la cuenca del Mediterraneo, desde donde se ha extendido a todo el mundo. Su
nombre indica “portadora de miel”. Dentro de la especie melifera existen grandes agrupaciones con caracteristicas raciales
propias que las diferencian entre si, ocupando areas geograficas limitadas generalmente por barreras naturales que le dieron
caracter a través de los afios. Estas grandes agrupaciones se diferencian a simple vista por sus caracteristicas exteriores de
coloracion, negras, amarillas y grises, dentro de las cuales hay diversas razas.2

La Varroasis es una enfermedad, producida por el acaro Varroa destructor, que parasita externamente a las abejas en todos
los estadios de su desarrollo, y que actualmente es considerada como una de las enfermedades mas graves que causa una
alta mortandad en las colonias de abejas. Este acaro ocasiona sobre sus hospedadores diversos tipos de alteraciones que
pueden agruparse en dos categorias: de accién directa o indirecta.

La accién directa se presenta cuando la prevalencia del acaro en la colmena es alta, las abejas parasitadas al emerger
de las celdas de cria presentan diversos tipos de malformaciones. Las mas comunes se presentan en las alas, patas (donde
generalmente disminuyen el numero de artejos) y abdomen. Otro de los efectos perjudiciales ocasionados por el parasito es
una disminucion en la vida media de los hospedadores1. La accién indirecta estéa ligada fundamentalmente a la accion inocu-
lativa de diversos tipos de microorganismos. Se ha comprobado que el acaro es capaz de inocular bacterias y diversos tipos
de virus1.

La V. destructor fue descubierta en la Isla de Java, Archipiélago de Indonesia en 1904 por Edward Jacobson; Posterior-
mente fué encontrada en colonias de Apis melifera en Asia y Europa en 19502. En Suramérica se detecto6 por primera vez en
Paraguay en 19691. En Colombia, se presenté inicialmente en el Departamento de Cundinamarca en 1993 y luego, por su
facilidad de diseminacion se registré en Antioquia, Norte de Santander y Santander.

Desde la aparicion del parasito en las colonias de A. mellifera, se han realizado distintos experimentos con el fin de obtener
un método, que logre controlar el crecimiento poblacional del acaro. Se han probado un niumero considerable de sustancias
y métodos, teniendo en cuenta la toxicidad para V. destructory al mismo tiempo, los efectos sobre las abejas. Entre ellos se
encuentran los acaricidas sintéticos, los acidos organicos, los aceites esenciales?2.

En Colombia no se ha desarrollado algun tipo de investigacion para el control de la Varroa destructor mediante hongos
entomopatdégenos, siendo la unica referencia el realizado en el INIA — Chile3; En el cual usaron el hongo entomopatdgeno
Metarhizium anisopliae para el control de Varroa destructor en colonias de abejas de miel en campo, el cual se obtuvieron
resultados en un periodo de 42 dias del experimento.

El objetivo del trabajo fue evaluar la incidencia del Hongo Beauveria bassiana en las poblaciones naturales de Varroa de-
structor mediante pruebas de patogenicidad a nivel de laboratorio.

Materiales y Métodos Recoleccion del material biolégico a partir de la abeja
melifera parasitada por V. destructor. La recoleccion del
acaro V. destructor se realizé en la finca Felisa ubicada en el
Municipio de los Patios Norte de Santander, Colombia medi-
ante la metodologia empleada por Peldoza, J. en 1996 se-
leccionando 10 colmenas en las cuales se tomé una muestra
aproximada de 100 obreras. De igual manera de determiné
el porcentaje de infestacion de Varroa en adulto y cria.

Realizacion de Bioensayos in vitro de la actividad en-
tomopatogena del Hongo reactivado a la V. destructor.
Para determinar la calidad de Beauveria bassiana se realizo
la determinacion de pureza, concentracion de esporas, pa-
togenicidad y germinacién mediante la técnica de Velez®.

Evaluaciéon en campo del biocontrolador a la V. de-
structor, agente parasito de la abeja melifera (A. mel-
lifera). Para la evaluaciéon en campo del entomopatégeno,
se establecid inicialmente aplicar el hongo sobre partes
del panal, abejas vivas, larvas, propdleo en el laborato-
rio con el fin de observar si el biocontrolador generaba
un efecto negativo, dependiendo del resultado se llevo
a campo aplicando el hongo a una muestra intencionada
de 10 colonias registrando la informacién a través de ob-
servacion directa y su consecuente analisis mediante es-
tadistica descriptiva.

Reactivacion del hongo entomopatogeno B. bassiana
partir de la cepa madre del Laboratorio de Sanidad Veg-
etal, UFPS. Para la reactivacion del hongo entomopatégeno,
se utilizé el aislamiento BbCub0123 del banco de cepas
del programa de Ingenieria Biotecnolégica de la Universi-
dad Francisco de Paula Santander, para ello, se sembré en
placas de Petri en medio Agar Saboraud Glucosa (ASG) cu-
briendo las cajas con parafilm para incubarlas a una tem-
peratura de 25 °C y un porcentaje de humedad de 88% por
25 dias aproximadamente. Luego de reactivado el hongo, se
realiz6 identificacion macroscopica y microscopica del hongo
mediante bibliografia consultada®.

Preparacion e inoculacién del sustrato a base de ar-
roz con el Hongo Beauveria bassiana. Se utilizé 50 g de
arroz en una botella de vidrio con 50 ml de agua destilada
estéril, se adicion6 1 gota de acido lactico para inhibir el cre-
cimiento de bacterias y se autoclavo a 15 libras de presion
y 120 °C por 30 minutos, luego de esterilizar el sustrato, se
dejo a temperatura ambiente durante un (1) dia para asegu-
rar que no se presente el crecimiento de agentes externos.
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Resultados y discusion

Reactivaciéon del hongo entomopatégeno B.
bassiana partir de la cepa madre del Laborato-
rio de Sanidad Vegetal, UFPS. Macroscopicamente
el hongo presentd un micelio blanco de aspecto al-
godonoso y superficie semielevada. (Figura 1). Mi-
croscopicamente se observd formacion de sinemas
(estructuras alargadas ramificadas), conidiéforos sen-
cillos agrupados y esporas redondeadas, siendo es-
tructuras caracteristicas del Hongo Beauveria bassi-
ana. (Figura 2).

Figura 1. Crecimiento en caja de B. bassiana. Fuente de la
imagen: Autores del texto.

Figura 2. Conidiéforos y conidias de B. bassiana. Fuente de
la imagen: Autores del texto.

Preparacion e inoculacion del sustrato en base de
arroz con el Hongo Beauveria bassiana. Se observd un
buen crecimiento del hongo entomopatdgeno en el sustrato
de arroz. Alos 10 dias de inoculado, se evidencié la esporu-
lacion del hongo en el medio solido.

Recoleccion del material biologico a partir de la abeja
melifera parasitada por V. destructor. La recoleccién de la
muestra se realizé en el mes de Noviembre del 2008 a partir
de 10 colmenas ubicadas en la Finca Felisa del Municipio
de Los Patios. (Figura 4). Se evidencio que la colmena que
presenta la mayor infestacion era la N° 8 con 8.3% seguido
de la colmena N°5 con 6%; las colmenas que presentaron
los menores registros fueron la N°9 y N°3 con 2.4% vy 3.4
% respectivamente.

Para la infestacion en estado de crias se registro que la
colmena N° 8 tiene el nivel de infestacion con 13.7% seguido
de la colmena N°5 con 11%; y la menores se registraron en
la colmena N°9 y N°3 con 2.7 y 4.5% respectivamente. El
porcentaje de infestacion promedio fue en abeja adulta de
5% y en cria de 11%. (Figura 3).

Comparacion del porcentaje de infeccion de V. destructor por colmenas

137

% |mfaccidn
]

1 2 3 4 5 [ 7 ] 9 10

Colmenas g aduins Iﬁ}|'as|

Figura 3. Comparacion del porcentaje de Infeccion V. de-
structor en colmenas. Fuente de la imagen: Autores del
texto.

Bioensayos in vitro de la actividad
entomopatégena del hongo reactivado a la V.
destructor.

Prueba de concentracion de esporas. Se encontré que
la concentracién con mayor numero de esporas fue la de 10°
con un 60% equivalente a 6,10 x 107 esporas/ml y la menor
concentracion de esporas fue 10 con 5,47%, deduciendo
que a mayor dilucion mayor concentracion de esporas te-
niendo un efecto significativo en su desarrollo. (Figura 4).



Innovaciencia ERautieur
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Figura 4. Comparacion del procentaje de esporas en la diso-
luciones evaluadas. Fuente de la imagen: Autores del texto.

Prueba de germinacion. Los valores obtenidos en esta
prueba, demuestran que el rango de germinacion fue entre
76% y 96%. La caja N° 5 fue la que presenté el mayor por-
centaje de germinacion a diferencia de la caja N° 6 que pre-
senté una germinacion del 76%. (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de germinacion.Fuente de la imagen:
Autores del texto.
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Figura 6. Porcentaje de Pureza.Fuente de la imagen: Au-
tores del texto.

Prueba de pureza. De acuerdo a los valores obtenidos
en la figura 6, se observo que el porcentaje de pureza del
hongo tuvo un rango entre 89 % a 100% en las cajas estudi-
adas.

Figura 6. Porcentaje de Pureza.

Prueba de patogenicidad. Para la prueba se establecio
cinco concentraciones de esporas para aplicar como indculo
en los acaros 6.10x107, 5.01x 106, 253x10%1.71x10*
y 5,17 x10? para determinar la concentracion letal a emplear
en la prueba de campo.

De acuerdo al grafico , la concentracion que obtuvo una
respuesta mayor en la mortalidad fue 6.10 x 10” alcanzando
el 100% de efectividad, mientras que la concentracion 5,17
x10? mostré un menor porcentaje de mortalidad del parasito
con un 20% de efectividad, siendo este la concentracion letal
menos adecuada para el control de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en las dos concentraciones ini-
ciales 6,10 x 107 (figura 7) y 5.01 x 10° presentan una con-
cordancia ya que ambos alcanzan un 100 % de efectividad
logrando dar muerte al insecto y su desarrollo total sobre
este, con un alto grado de esporulacién, luego de 10 dias.
Los indéculos con la concentraciones de 2.53 x 10°y 1.71 x
10* presentaron una efectividad de 70 % y 60% respectiva-
mente.

Prueba de Campo. Antes de realizar la prueba en cam-
po se realizdé una ensayo a nivel de laboratorio con partes
que conforman la colmena (panal, larvas, abejas adultas,
propoleo, miel) aplicando el hongo por aspersion a una dilu-
cion 10-'. Después de tres dias se observé una putrefaccion
produciendo malos olores y una cantidad de gusanos siendo
negativo para la prueba.

Observando las alteraciones producida con la aplicacién
en aspersion, se decidio aplicar el hongo controlador en for-
ma de granulos, lo cual no evidencié putrefaccion, ni malos
olores o produccion de gusanos en la colmena, por lo tanto,
se determiné aplicar en las dos colmenas con mayor grado
de infestacion que eran la colmena N° 5 y la colmena N° 8
en el apiario de la finca Felisa.

Directamente en campo se realizé la aplicacion medi-
ante dos metodologias: La primera es con tiras de cinta ad-
hesiva en la entrada de la piquera. El segundo método fue
ubicar trozos del hongo sobre los cuadrantes, desviando
la actividad de las abejas nodrizas, observando al cabo de
24 horas, que el hongo ubicado completamente fuera de la
colmena, ya habia sido retirado por las abejas. Figura 8.

Al observar que las técnicas empleadas no fueron efecti-
vas, fueron disefiados, a sugerencia del apicultor de la finca
unos bastidores con medidas de 30cm largo x 4cm ancho la
lamina de zinc, de calibre 31 zinc carbonizado, las reglillas
de madera de tres lineas de espesor x 1cm ancho y el an-
geo metalico calibre 8cm x 8cm para impedir que sacaran
tan rapido el hongo de la colmena, pero a las 48 horas de
aplicado ya las abejas habian logrado sacar un 25% del
hongo.

Después de observar los bastidores, se determiné que
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el hongo no se puede diseminar por causa de la actividad
de las abejas nodrizas, ellas trataron de limpiar los bas-
tidores, hasta el limite que no logra tener contacto con el
hongo dentro del bastidor. Esto lleva a concluir que la ac-
tividad de la abeja impide que el hongo se disemine dentro
de la colmena con tranquilidad, por lo tanto se concluy6 que
se deben buscar otras alternativas que logren una mejor
efectividad para el control de dicha plaga con el hongo B.
bassiana.

Otra observaciéon de la técnica aplicada, es que dentro
del bastidor el hongo no logré un buen desarrollo debido
al material escogido para disefar el bastidor, no retenia
humedad, generando que el biocontrolador no presentara el
efecto esperado en la colmena.

.

Figura 7. V. destructor atacado con el indculo de B. bassiana a una
concentracion de 6,10 x 107 esp/ml Fuente de la imagen: Autores del
texto.
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Figura 8. Aplicacion del hongo B. bassiana mediante la
técnica de la cinta adhesiva. Fuente de la imagen: Autores
del texto.

CONCLUSIONES

El presente proyecto demuestra resultados preliminares
en la evaluacion del efecto en la aplicacion del hongo B.
bassiana para el control biolégico de la V. destructor.

En general el nivel de infestacion de V. destructor en
las colmenas de la finca Felisa muestreadas es mayor en
estado de cria (11%) con respecto a la infestacion en adul-
to (5,4%). La aplicaciéon de un tratamiento como control
al parasitismo es una necesidad que se desarrollo en las
colmenas con mayor grado de infestacion.

Las pruebas de calidad realizadas demuestran que el
hongo entomopatégeno usado en la investigacion presen-
taba las condiciones propias para un excelente biocontrola-
dor. Entre ellas, una buena concentracion de esporas (6,10
x 107 esporas/ml), un alto porcentaje de germinacion (96%),
buen porcentaje de pureza (100%) y buena respuesta de
mortalidad a la Varroa destructor con un 100% de patogeni-
cidad.

Las pruebas a nivel de campo realizadas al hongo para
el control de la Varroa destructor, se evidenciaron que el
biocontrolador no generaba accion negativa a la colmena, a
la miel y al propdleo.

Debido a la actividad realizadas por las abejas nodrizas
(ayudan a la limpieza de la colmena), se debe formular otras
técnicas de aplicacion del hongo entomopatogeno a la col-
mena, ya que se demostré que no se logra el contacto del
biocontrolador con la Varroa por la accién de saneamiento
que realiza la abeja en el panal.
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