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RESUMEN

Se evaluo la susceptibilidad de larvas, pupas y adultos de
abejas obreras a 20 aislamientos de hongos entomopatogenos:
doce de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (HBbI-12), siete de
Metarhizium anisopliae (Sorokin) (HMal-7) y uno de Paecilomy-
ces fumosoroseus (Wize) (HPI). Tres aislamientos resultaron
altamente agresivos en larvas a dosis de 10 conidios/individuo,
los cuales fueron HMa7, HMal y HBb4, con 100, 90 y 93% de
mortalidad, respectivamente; a la misma dosis, los aislamientos
HBbS8 y HBb4 fueron los mds agresivos para pupas al causar
100 y 90% de mortalidad, respectivamente. En el caso de adul-

tos, los aislamientos HBb4 y HBb7 provocaron la mayor morta-
lidad, con 92,6 y 100%, respectivamente, a una concentracion
de Ix107 conidios/ml. En contraste, los aislamientos menos agre-
sivos contra adultos fueron HBbl y HMa4, con 12,7 y 2,2% de
mortalidad, respectivamente; en el caso de larvas el aislamiento
HBbI fue el menos virulento, con 5,3% de mortalidad,; en pupas
el aislamiento HMa3 causo 0% de mortalidad y el HBbI causo
45% de mortalidad. Se postula que los estados inmaduros de las
abejas son altamente susceptibles a los hongos evaluados, no asi
los adultos, donde se observo baja susceptibilidad.

Introduccion

Los hongos entomopatoge-
nos son utilizados como in-
secticidas biologicos dentro
de grandes y pequefias exten-
siones agricolas. Los produc-
tores del estado de Veracruz,
México, aplican en altas con-
centraciones esporas de Me-
tarhizium anisopliae (Soro-
kin) contra el salivazo de la
cafia de azucar (denolamia
postica (Walker), Hemiptera:
Cercopidae, y los cafeticulto-
res aplican Beauveria bassia-
na (Bals.) Vuill. para el con-
trol de la broca del café
Hypothenemus hampeii (Fe-
rrari), Coleoptera: Scolytidae,
en Oaxaca (SAGARPA 2001),
pues dichos hongos son efica-
ces para el control de esas
plagas. Sin embargo, no exis-

ten datos contundentes en la
literatura que mencionen co-
lonias de abejas (Apis melli-
fera L., Hymenoptera: Api-
dae) afectadas por éstos u
otros hongos entomopatoge-
nos usados para el control de
plagas agricolas (Kanga et
al., 2002; Peng et al., 2002),
y menos alin sobre el impac-
to que estos microorganismos
tienen o pudieran tener sobre
la entomofauna que frecuenta
la flora dentro de los cultivos
o que circunda a éstos. Al
contrario, existen reportes
que demuestran que las abe-
jas constituyen efectivos dise-
minadores de agentes de con-
trol bioldgico que dejan el
inéculo en partes de las plan-
tas infestadas por algun hon-
go fitopatogeno (Gross et al.,
1994; Butt et al., 2001) o

bien que dejan las esporas
sobre el polen de las flores
donde se alimentan algunos
escarabajos plaga, y segin
Butt et al. (1988), no hay
efecto adverso sobre las abe-
jas.

Existen muchos trabajos
que tratan sobre la patogenici-
dad de los hongos entomopa-
togenos hacia los insectos pla-
ga y en los ultimos afios se
han realizado esfuerzos para
desarrollar bioinsecticidas a
base de hongos como M. ani-
sopliae, M. flavoviridae
(Gams y Rozyspal), B. bassia-
na, Hirsutella thompsonii
(Fisher) y Paecilomyces spp.
De todos ellos se han obteni-
do resultados alentadores
(Peng et al., 2002; Shaw et
al., 2002; Kanga et al., 2003).
Los trabajos sobre el posible

impacto ecoldogico del uso de
bioinsecticidas han sido cen-
trados principalmente para el
caso de microorganismos
entomopatogenos modificados
genéticamente (Evans, 2002),
mientras que otros se han en-
focado a evaluar el impacto
sobre parasitoides (Mesquita y
Lacey, 2001). Rose et al.
(1999) mencionaron la presen-
cia de hongos entomopatoge-
nos sobre avispas en Nueva
Zelanda; Shaw et al. (2002)
evaluaron la patogenicidad de
hongos entomopatdgenos so-
bre Varroa destructor (Ander-
son y Trueman) (Acari: Va-
rroidae), y citaron la presencia
de micosis sobre los cadave-
res de abejas obreras tratadas.
En ensayos realizados por
Peng et al. (2002), se reportd
la presencia de micosis en las
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SUSCEPTIBILITY OF LARVAL, PUPAL AND ADULT HONEY BEES TO ISOLATES OF Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill., Metarhizium anisopliae (Sorokin) AND Paecilomyces fumosoroseus (Wize)

Gricela Elidet Espinosa-Ortiz, Joel Lara-Reyna, Gabriel Otero-Colina, Raquel Alatorre-Rosas and Jorge Valdez-Carrasco

SUMMARY

The susceptibility of larvae, pupae and adults of worker ho-
ney bees to 20 isolates of entomopathogenic fungi was evalua-
ted. Of the isolates, twelve were of Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. (HBb1-12), seven of Metarhizium anisopliae (Sorokin)
(HMal-7) and one of Paecilomyces fumosoroseus (Wize) (HPI).
The most aggressive isolates against larvae, in doses of 10 co-
nidia/individual, were HMa7, HMal and HBb4, with 100, 90
and 93% mortality, respectively; at the same doses, the HBb8
and HBb4 isolates were the most aggressive ones against pu-
pae, as they caused 100 and 90% mortality, respectively. On

adult bees a concentration of 1x10’ conidia/ml was applied,
and the isolates HBb4 and HBb7 caused the highest mortali-
ty, 92.6 and 100%, respectively. By contrast, the least aggres-
sive isolates against adult bees were HBbI and HMa4, with
12.7 and 2.2% mortality, respectively, the isolate HBbI was the
least aggressive against larvae, with 5.3% mortality; the isola-
tes HMa3 and HBbDI caused 0% and 45% mortality of pupae,
respectively. It is postulated that immature bees are highly sus-
ceptible to the tested fungi, contrasting with the adults, which
showed a low susceptibility.

SUSCEPTIBILIDADE DE LARVAS, NINFA E ABELHAS ADULTAS A ISOLAMENTOS DE Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill., Metarhizium anisopliae (Sorokin) E Paecilomyces fumosoroseus (Wize)

Gricela Elidet Espinosa-Ortiz, Joel Lara-Reyna, Gabriel Otero-Colina, Raquel Alatorre-Rosas e Jorge Valdez-Carrasco

RESUMO

Avaliou-se a susceptibilidade de larvas, ninfas e adultos de
abelhas obreiras a 20 isolamentos de fungos entomopatogénicos:
doze de Beauveria bassiana (Bals,) Vuill. (HBbI-12), sete de Meta-
rhizium anisopliae (Sorokin) (HMal-7) e um de Paecilomyces fu-
mosoroseus (Wize) (HPI). Tres isolamentos resultaram altamente
agressivos em larvas a doses de 10 conidios/individuo, os quais
foram HMa7, HMal e HBb4, com 100, 90 e 93% de mortalida-
de, respectivamente; com a mesma dose, os isolamentos HBbS e
HBb4 foram os mais agressivos para ninfas ao causar 100 e 90%
de mortalidade, respectivamente. No caso de adultos, os ioslamen-

tos HBb4 e HBb7 provocaram a maior mortalidade, com 92,6 e
100%, respectivamente, a uma concentragdo de 1x107 conidios/
ml. Em contraste, os isolamentos menos agressivos contra adultos
foram HBbI e HMa4, com 12,7 e 2,2% de mortalidade, respecti-
vamente; no caso de larvas o isolamento HBbI foi o menos viru-
lento, com 5,3% de mortalidade; em ninfas o isolamento HMa3
causou 0% de mortalidade e o HBbl causou 45% de mortalida-
de. Postula-se que os estados imaturos das abelhas sdo altamente
susceptiveis aos fungos avaliados, mas ndo os adultos, onde foi
observada baixa susceptibilidade.

exuvias de estados inmaduros
de abejas obreras. En el pre-
sente trabajo se evaluo el
efecto directo de hongos ento-
mopatdgenos sobre los dife-
rentes estados biologicos de
las abejas, con la finalidad de
determinar el riesgo que pu-
diera tener la utilizacion ma-
siva de estos bioinsecticidas
sobre dichos insectos.

Materiales y Métodos
Material biolégico

Se evaluaron un total de 20
aislamientos. Doce aislamien-
tos de B. bassiana (HBb1 al
12), obtenidos de la coleccion
del Laboratorio de Biologia
Molecular y Biotecnologia
(LBMyB) del Colegio de
Postgraduados, Campeche,
México; un aislamiento de
Paecilomyces sp. (HP1), pro-
porcionado por el Comité Es-
tatal de Sanidad Vegetal de

Campeche; y siete aislamien-
tos de M. anisopliae (HMal-
7) de hospedantes desconoci-
dos, de la coleccion del
LBMyB. Estos aislamientos
fueron cultivados en tubos
inclinados con ADS (agar
dextrosa Sabouraud) y alma-
cenados a 4°C.

Reactivacion de los
aislamientos

Antes de realizar las prue-
bas de efectividad, los dife-
rentes aislamientos fueron
reactivados inoculandolos en
insectos de acuerdo con la
técnica mencionada por Lopez
(1994); asi, B. bassiana fue
reactivada sobre Sitophilus
zeamais (Mots.), Coleoptera:
Curculionidae; M. anisopliae,
sobre chapulines (Orthoptera:
Acrididae) capturados en
plantas silvestres; y Paeci-
lomyces fumosoroseus, sobre
ejemplares del pulgdon Myzus
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persicae (Sulzer), Homoptera:
Aphidae, obtenidos de plantas
de citricos. Dichos insectos se
alimentaron por dos dias con
material vegetal de las plantas
donde fueron colectados; en
el dia tres los insectos fueron
desinfectados con alcohol, hi-
poclorito de sodio y agua des-
tilada estéril, y posteriormen-
te con luz UV germicida por
3min. Enseguida, dos indivi-
duos fueron colocados por
Smin dentro de una caja de
Petri que contenia esporas de
un hongo entomopatdgeno en
particular; después esos ejem-
plares fueron retirados y colo-
cados en camara humeda a
28°C. Cuando el micelio fue
visible en el exterior del in-
secto (dia seis en promedio),
éste se sembrd en una placa
de papa-dextrosa-agar (PDA),
propiciando su crecimiento y
posterior conservacion.
Posteriormente, cada aisla-
miento reactivado fue sem-

brado en tres cajas de Petri
con medio PDA e incubado a
30°C por 15 dias, luego de lo
cual las esporas fueron cose-
chadas, colocadas en tubos
de Eppendorff, y almacena-
das a 4°C para ser utilizadas
en los ensayos. Se descarta-
ron los aislamientos con poca
produccién de esporas.

Susceptibilidad de larvas y
pupas de obreras de A.
mellifera

Primero se realizé un bio-
ensayo preliminar para de-
terminar las concentraciones
a las cuales se causaba 0 y
100% de mortalidad. Para
ello se prepard la suspension
“madre” (1x107 conidios/ml)
y a partir de ella se realiza-
ron diluciones con un factor
1/10 en tubos Eppendorff de
1,5ml utilizando agua desti-
lada estéril como diluyente,
hasta ajustar la concentra-
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cion a evaluar
(10, 100, 1000 y
10000 conidios/
individuo). Se

DE A. mellifera INOCULADAS CON HONGOS ENTOMOPATOGENOS

TABLA I
PORCENTAIJES DE MORTALIDAD REGISTRADOS EN LARVAS

dad se debié a mico-
sis. Se fij6 una mor-
talidad maxima de

20% tolerada por el

o € Dosis 10000 1000 100 10 0 Dosis 10000 1000 100 10 0 :

utilizaron 20 in- testigo

dividuos por con- HBbl 88,0 68,0 235 53 115  HBbIO 1000 950 850 800 0

centracién, que HBB2 950 950 550 500 0 HBbI1 100,0 100,0 90,0 60,0 0  Resultados

se colectaron di- HBb3 950 90,0 80,0 10,0 0 HBb12 100,0 100,0 850 10,0 0

rectamente de los HBb4 933 864 615 185 1LS  HPI 80,0 448 542 458 0 g.cooibilidad de
HBb5 100,0 350 650 350 0 HMa2 88,5 88,5 8135 47,12 0

It’f;zlg:'s P:? oli. HBb6 950 650 550 550 0 HMa4 1000 1000 550 200 o larvasdeobreras

gicron larvas con  HBP7 80,0 650 650 650 0 HMa5 100,0 100,0 100,0 30,0 0 Los porcentajes de
HBb8 100,0 100,0 750 20,0 0 HMa6 100,0 100,0 90,0 50 0 ;

U peso prome- — ypnrg 850 60,0 350 30,0 0 HMa7 100 9655 792 500 o  mortalidad observa-

dio de 0,371g, Testigo N=20 Mortalidad 0% dos se muestran en la

Tabla I. De manera

mientras que las
pupas se trataron
cuando tenian al-
rededor de siete
dias de edad (ojos de color
rosa a café), como lo men-
ciona Jay (1962). Previo a
los tratamientos, larvas y
pupas fueron colocadas en
cajas de Petri y observadas
por 24h para desechar aqué-
Ilas en mal estado fisico.
Con una micropipeta se les
aplico la dosis en voliimenes
de suspension que fueron de
1 a 4pl por abeja, ya que las
concentraciones mas eleva-
das debieron diluirse mas
para su manejo. Las cajas
con los individugs tratados
se incubaron a 30 C y 71,2%
de humedad relativa, y se
registré la mortalidad duran-
te siete dias.

Con los datos, se grafico el
porcentaje de mortalidad con-
tra el logaritmo de la dosis y
se determinaron las concen-
traciones intermedias a ser
utilizadas en los bioensayos
finos. El analisis de los datos
obtenidos de cada bioensayo
se realizo a través del progra-
ma Probit desarrollado para
PASCAL®. Se realizaron tres
bioensayos para cada uno de
los aislamientos; de ellos se
obtuvo el promedio de las
DL50’s, la desviacion estandar
(S) y el coeficiente de varia-
cion (CV). El testigo con-
sistio en un grupo al que se
le aplicd agua mas el dis-
persante polioxietileno sor-
bitan monooleato 0,01%.

HBb: Beauveria bassiana, HP: Paecilomyces fumososroseus., MHa: Metarhizium anisopliae

TABLA 11
MORTALIDAD DE LARVAS DE A4. mellifera
OCASIONADA POR LOS AISLAMIENTOS HBb1 Y HBb9
DE B. bassiana EN SEIS DIFERENTES DOSIS (n=20)

Dosis

(conidios/individuo) 10,000 2500

800 200 50 10

HBbI1 90
HBb9
Testigo 0

83,33 65 0
88,33 78,33 73,33 51,7 30 0
0

0

63,3 31,7

0 0 0

el testigo) y cada panal se
coloco dentro de una camara
de cria tamafio Langstroth
para formar una colonia (na-
cleo). Sobre cada camara se
coloc6 un vidrio para facili-
tar las observaciones y so-
bre éste se colocd la tapa; la
piquera fue sellada con pa-
pel para evitar la fuga de
individuos. Al tercer dia,
cuando habia emergido
~50% de las abejas de todos
los panales, los individuos
muertos fueron retirados de
cada colonia y se aplicaron
los tratamientos en los in-
sectos sobrevivientes (100
en promedio). Cada trata-
miento consistiéo en un panal
con las abejas que estaban
posadas en ¢él, las cuales
fueron asperjadas con 20ml
de agua mas el dispersante
polioxietileno sorbitan mo-

nooleato 0,5% con una con-
centracion de 1x107 coni-
dios/ml. Los panales trata-
dos fueron incubados a
28°C y 60,5% de humedad
relativa.

La mortalidad se contabi-
liz6 a los 10 dias, periodo
que durd la incubacién. El
testigo consistid en una co-
lonia de abejas tratadas con
20ml de agua mas el dis-
persante (0,5%). Transcurri-
do el tiempo, se capturaron
y contabilizaron los indivi-
duos vivos y después se
agregaron al nimero de ca-
daveres para obtener el to-
tal de individuos tratados;
los cadaveres fueron colo-
cados en camara humeda e
incubados a 28°C y 71,3%
de humedad relativa, para
recuperar el hongo aplicado
y confirmar si la mortali-

TABLA III

DOSIS LETALES MEDIAS (DLy,) Y AJUSTE A MODELO

PROBIT DE MORTALIDAD DE LARVAS DE 4. mellifera
TRATADAS CON DOS AISLAMIENTOS DE B. bassiana

consistente, la morta-

lidad increment6 al

aumentar la dosis; sin
embargo, cabe notar que al-
gunos aislamientos (HBb2,
HBb6, HBbT, HP1, HMa2 y
HMa7) provocaron alta mor-
talidad a dosis de 10 espo-
ras/individuo, y no alcanza-
ron 100% de mortalidad a
dosis de 10000 esporas/indi-
viduo.

Los aislamientos HBb1 y
HBb9 provocaron los por-
centajes mas bajos de mor-
talidad (Tabla IT). Al deter-
minar la DL, para estos
aislamientos se encontro
que HBbI requiere menor
concentracién de esporas
para matar al 50% de la po-
blacion de larvas tratadas
(Tabla III).

Susceptibilidad de pupas de
obreras

En la Tabla IV se puede
observar la mortalidad oca-
sionada por los aislamientos
HBb1, HBb2, HBb3, HBb4,
HBb5, HBb6, HBbT, HBHS,
HBb9, HP1, HMal, HMa2,
HMa4, HMa5, HMab, y
HMa7. A dosis de 10 espo-
ras/individuo, la mortalidad
fue de 45-100%, lo que ubi-
ca a las pupas como mas
susceptibles que las larvas al
parasitismo de los hon-
gos empleados, de ma-
nera general. Como en
el caso de las larvas, a
mayor dosis la mortali-
dad fue mas elevada.

Susceptibilidad de

obreras adultas

Se utilizaron 18 panales
con cria operculada (uno

CL,, para HBb1= 261,01; S= 7,564; CV= 68
CLs, para HBb9= 396,842; S= 6,696; CV= 63

Los aislamientos
T HBb1, HBH3 y HMa4

Aislamientos CLs, L. Inf. L. Sup. Pendiente ¥* MN PE DM
HBb1 261,01 39,85 1665,58 1,067168167 11,79 0 + +
HBbHY 396,84 182,59 112431 0,97392116 8,78 0 +

+ en dosis de 10 coni-
dios/individuo ocasio-
naron la menor morta-
lidad; en el caso de

por cada aislamiento mas
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PORCENTAJES DE MORTALIDAD REGISTRADOS

TABLA IV

EN PUPAS DE 4. mellifera INOCULADAS
CON HONGOS ENTOMOPATOGENOS

HMa5 y HMa7) pro-
vocaron mortalida-
des >50%, cuatro
aislamientos produ-

Dosis 10000 1000 100
HBb1 100 95 95
HBb2 100 100 90
HBb3 100 90 65
HBb4 95 95 95
HBbS 85 60 50
HBb6 100 65 55
HBb7 100 65 65
HBb8 100 95 95
HBb9 100 100 85

Testigo

jeron mortalidad en-

£ Dosis 10000 1000 100 10 tre 20 y 50%
45 HBb10 100 90 85 85 (HBb6, HBbY, HP1,
80 HP-1 100 100 90 50 y HMa6), y solo dos
45 HMal 100 9 70 85  aislamientos mostra-
90 HMa2 100 100 100 90  ropn baja infectividad
50 HMa3 35 20 20 0 en obreras adultas,
55 HMa4 100 100 80 75 con mortalidades
65 HMa5 100 100 80 75 <20% (HBbl y
100 HMa6 95 75 75 75
35 HMa7 100 100 100 100 I{erI‘gbleeeV;l‘gg?é

N=20 Mortalidad 0% g

Las dosis estan expresadas en nimero de conidios por individuo. HBb: B. bassiana,

HP: Paecilomyces sp., HMa: M. anisopliae.

HMa4 la dosis maxima apli-
cada (10000 conidios por
individuo) ocasiond 35% de
mortalidad, pero con 10 es-
poras por individuo este ais-
lamiento fue inocuo. En el
caso de las pupas los resul-
tados presentados en la Ta-

DOSIS LETALES MEDIAS (DLy,) Y AJUSTE A MODELO
PROBIT DE MORTALIDAD DE PUPAS DE 4. mellifera
TRATADAS CON DOS AISLAMIENTOS DE B. bassiana

TA

Susceptibilidad de obreras
adultas

La aspersion de panales
con obreras adultas de 4.
mellifera con 20ml de sus-
pension con 1x107 conidios/

BLA V

entre los aislamien-
tos menos agresivos
(11% de mortalidad).
Por otra parte, la
micosis solo fue
confirmada en abejas trata-
das con los aislamientos de
M. anisopliae y Paecilomy-
ces sp., HMal, HMa4,
HBb4, HMa7, HMa5 y HP1.

Los aislamientos de HBbS,
HBbS y HBb10 no se aplica-
ron en abejas adultas debido
a que no produjeron
suficientes esporas.
Los individuos del tes-
tigo en las mismas
condiciones ambienta-

Aislamiento DLs, LF Inf LF Sup Pendiente %> MN PE DM
HBb1 9,904 11,2543 24,374
HBbH9 18,633 7,1111 36,261

DL50 para HBb1= 9,904; S= 5,188; CV= 30,97
DL50 para HBb9= 18,633; S= 1,73; CV= 9,35

1,07276 3,094 6 +
1,50773 0,132 0 +

les y de alimentacion
vivieron 20 dias en

+ .
promedio.

+

Discusion

bla IV sugieren que los ais-
lamientos menos agresivos
fueron HBb1, HBb3, HBbY
y HMa3.

El aislamiento HBb1 pro-
vocod una mortalidad de
45% a dosis de 10 esporas/
individuo, lo que lo ubica
entre los menos agresivos,
aunque la mortalidad se ele-
vo a 100% a dosis de 10000
esporas/individuo. Igual-
mente, el aislamiento HBH9
se ubicod entre los menos
agresivos, con 35 y 100%
de mortalidad a las dosis
minima y maxima, respecti-
vamente. Ya que estos aisla-
mientos esporularon abun-
dantemente, se considerd
interesante obtener mas da-
tos acerca de su efecto so-
bre las abejas, por lo que se
estimaron sus DLs,. Los da-
tos aparecen en la Tabla V.

ml provocd la mortalidad
registrada en la Figura 1.
Diez aislamientos (HBb2,
HBb3, HBb4, HBbT, HBbD11,

El interés en méto-

dos alternativos para

el control de plagas agrico-
las ha crecido en todo el
mundo debido a la resisten-
cia hacia los insecticidas

HBb12, HMal, HMa2, quimicos que algunos insec-
100 100
92,6 92,1
88,2 87,5 f 87,5 89.3
80 — B
69 69
g | o ws || A
© 60 — — — — —
3
ke, 48
s " 46,5
S || L - L
S 40
25
2  — —  — 1 -
0 12,7
H 2,2
0 T 1

% % %, %
5 % %, %,
G R G B % e %

’9"&‘/'&
% % %, %

T T T T T
’763’@% % T Ty T, ey R

?, %S5 o) 59

Aislamientos

Figura 1. Mortalidad en adultos de A. mellifera obreras causada por
hongos entomopatogenos. HBb: B. bassiana, HP: Paecilomyces sp.,

HMa: M. anisopliae
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tos plaga han desarrollado
(Fournier, 2005). En los ul-
timos afios, en México se
ha incrementado el uso de
hongos entomopatogenos en
cultivos agroindustriales a
través de la utilizacion de
M. anisopliae y B. bassia-
na, como en los casos de la
cafia de azucar y el café. El
incremento en la superficie
de aplicacion, sobre todo en
zonas donde la agricultura
se mezcla con la actividad
apicola, pone de manifiesto
la necesidad de evaluar el
impacto que pudieran tener
las principales especies de
hongos entomopatdogenos
sobre las abejas.

En este trabajo se demos-
tro la alta susceptibilidad
que presentan los estados
inmaduros de A. mellifera al
ser inoculados con conidios
de las principales especies
de Hyphomycetes que son
utilizados como bioinsectici-
das en el mundo. Dosis tan
bajas como 10 esporas/indi-
viduo provocaron mortalida-
des >50% en los bioensayos
(Tabla I); si bien algunos
aislamientos fueron poco
infectivos a esta misma do-
sis y ocasionaron mortalida-
des <10% (HBb1, HBb12,
HMa6), varios de ellos pro-
vocaron mortalidades >55%
(HBb7, HBb10, HBbH11 y
HMal), lo cual los hace al-
tamente infectivos hacia las
larvas de ultimo instar de
A. mellifera.

Las pupas fueron mas
susceptibles que las larvas
segun los resultados del
bioensayo (Tablas [ y V). El
aislamiento menos agresivo
provocd una mortalidad de
20% de pupas a una dosis
de 100 conidios/pupa
(HMa4); sin embargo, la
menor mortalidad en el res-
to de los aislamientos a una
dosis de 10 conidios/pupa
fue de 45%. En el caso de
los aislamientos HBbI y
HBbY, menos agresivos para
larvas, éstos requirieron po-
cos conidios para matar al
50% de la poblacion de pu-
pas (9,904 y 18,633 coni-
dios, respectivamente; Tabla
V), lo que demuestra que
las pupas son altamente sus-
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ceptibles a los aislamientos
usados. La infeccion en lar-
vas y en pupas ocurridé en
las primeras 24h, lo cual
indica que la infeccion fue
muy rapida.

A diferencia de la alta sus-
ceptibilidad demostrada por
larvas y pupas a hongos
entomopatogenos, en el caso
de adultos las dosis aplicadas
estuvieron muy por encima
de las evaluadas en inmadu-
ros. Los resultados obtenidos
en adultos no pueden compa-
rarse con los de larvas y pu-
pas, ya que el método de
aplicacion fue distinto y no
hay un dato preciso acerca
de la concentracion de espo-
ras en suspension que recibid
cada abeja adulta. Sin embar-
go, aplicaciones del orden de
1x107 esporas/ml (seis érde-
nes de magnitud por encima
de la dosis de 10 conidios/
larva o pupa), provocaron
mortalidades menores y solo
en tres aislamientos (HBb3,
HBb7 y HMal) superaron el
90%. A la concentracién ano-
tada, diez aislamientos provo-
caron una mortalidad >50%
(HBb2, HBb3, HBb4, HBbDT,
HBb11, HBb12, HMal,
HMa2, HMa5, HMa7), cuatro
aislamientos dieron una mor-
talidad de 20-50% (HBbO,
HBb9, HP-1, HMa6) y dos
presentaron mortalidad <20%
(HBb1 y HMa4).

En el caso de larvas y pu-
pas de A. mellifera tratadas,
los hongos esporularon sobre
los cadaveres; en contraste,
éste no fue el caso para las
abejas adultas. Esto ultimo
concuerda con lo reportado
por Kanga et al. (2003),
quienes aplicaron esporas de
M. anisopliae dentro de col-
menas y, aunque hubo mor-
talidad en los tratamientos,
la micosis no fue confirma-
da. Sin embargo, no con-
cuerda con lo reportado por
Shaw et al. (2002), quienes
obtuvieron entre 87 y 100%
de micosis sobre cadaveres
de abejas adultas tratadas
con B. bassiana. En el pre-
sente trabajo, el micelio solo
fue observado sobre insectos
tratados con HBb4. En el
caso de M. anisopliae, Shaw
et al. (2002) obtuvieron mor-
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talidades en 60-87% de abe-
jas adultas, mientras que en
el presente trabajo la infec-
cion fue <5% y la micosis
solo fue observada sobre
cadaveres tratados con
HMal, HMa4, HMa5 vy
HMa7. Para el caso de P.
fumosoroseus, Shaw et al.
(2002) obtuvieron 71% de
abejas micotizadas, mientras
que en el presente trabajo
solo el 1% de abejas tratadas
con Paecilomyces fumosoro-
seus presentd micosis.

En conclusion, los estados
inmaduros de 4. mellifera
fueron altamente suscepti-
bles a diferentes aislamientos
de B. bassiana y M. aniso-
pliae. En el caso de los
adultos se considera que mu-
chas de las abejas obreras
murieron por infeccion indi-
recta; es decir, a través del
inoculo residual dentro de la
colonia y por contagio de
abejas infectadas hacia abe-
jas sanas, ya que muchas no
habian emergido cuando se
aplico el tratamiento. En la
literatura no se reportan ca-
sos de epizootias provocadas
en apiarios por hongos Hy-
phomycetes usados para el
control de plagas agricolas.
Una posible explicacion a
este hecho es la conocida
capacidad de las abejas para
hacer limpieza de la colmena
(Winston, 1987). Si se pos-
tula que una abeja obrera
adulta enferma es inmediata-
mente sacada de la colmena
por sus compafieras, aun
cuando la humedad sea pro-
picia para el desarrollo de la
infeccion, no hay tiempo
suficiente para que ésta ocu-
rra; la misma situacidn tiene
lugar con las larvas enfer-
mas o0 muertas que son saca-
das de sus celdas por las
obreras. En relacion con las
pupas, una vez selladas es
dificil que penetren las es-
poras de los patdogenos, por
lo que solo puede ocurrir
infeccion si hay entrada de
esporas a las celdas antes de
que éstas sean operculadas,
pero una vez que esto ha
ocurrido, la pupas en desa-
rrollo estdn en un ambiente
cerrado, de alta humedad y
al parecer muy propicio para

el desarrollo de los hongos
entomopatogenos.

El comportamiento de las
abejas puede ser un factor
determinante para que no
ocurran epizootias en las
colmenas. Sin embargo, tam-
bién es de suponerse que los
niveles de indculo presentes
en la naturaleza nunca lle-
gan a los niveles de una
aplicacion comercial o que el
in6culo que se aplica no al-
canza los niveles necesarios
para causar epizootias. De
acuerdo con los resultados
aqui mostrados, el aislamien-
to HBb1 ofreceria menos
riesgo para las abejas, ya
que presentd menor agresivi-
dad sobre inmaduros y adul-
tos a pesar de su abundante
esporulacion en medio de
cultivo.

Sin que éste sea aun un
problema para la apicultura
en el pais, es necesario rea-
lizar un estudio de impacto
ecologico de los microorga-
nismos mencionados sobre
especies no blanco antes de
aplicarlos masivamente sobre
una plaga puesto que, como
se demostrd en este trabajo,
algunos hongos entomopato-
genos pueden ser letales
para las abejas.
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