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  Resumen

  
    El
      trabajo se realizó en el Laboratorio III de la Facultad de Ciencias 
      Agropecuarias en la Universidad de Sancti Spíritus para determinar el 
      efecto de cuatro dosis de las cepas LBb-111 y LBb-1234 de Beauveria bassiana Bals. y la Ma-34 de Metarhyzum anisopliae L. en la mortalidad de larvas y adultos de Aethina tumida colectados en apiarios infectados. Para el desarrollo del experimento, 
      se elaboró una mezcla con 375g de suelo + 100g de arena lavada + cuatro 
      dosis de los entomopatógenos. Luego se colocaron 500g de la mezcla en 
      boxes (6,2cm de alto x15,5cm de diámetro). En un primer ensayo, se 
      colocaron 10 larvas/boxes/dosis y en otros, 10 adultos/boxes/dosis con 
      siete réplicas por tratamiento, respectivamente. Cada 24 horas se 
      determinó el porcentaje de mortalidad y se realizó un análisis factorial
      con interacción entre las dosis y las cepas empleadas. La cepa LBb-111 
      de B. bassiana y Ma-34 de M. anisopliae alcanzaron el 
      mayor porcentaje de mortalidad de adultos con 40g y 60g, con valores 
      superiores al 50 % en 96 horas. El mayor porcentaje de mortalidad de 
      larvas se alcanzó con la dosis de 60g con la cepa LBb-111de B. bassiana en 96 horas. 

    Palabras clave:  
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  Abstract

  
    The
      work was carried out at Laboratory III, Agricultural Sciences Faculty, 
      University of Sancti Spíritus. Its aim was to determine the effect of 
      four doses of strains LBb-111 and LBb-1234 of Beauveria bassiana Bals. and Ma-34 of Metarhyzum anisopliae L. on the mortality of Aethina tumida larvae and adults collected in infected beehives. A mixture of 375 g of
      soil + 100 g of washed sand + four doses of entomopathogens was used 
      for the experiment. Then, 500 g of the mixture were placed in boxes (6.2
      cm high x 15.5 cm diameter). Ten larvae/boxes/dose were placed in a 
      first assay and 10 adults/boxes/dose in others, with seven replicates 
      per treatment, respectively. Mortality percentages were determined every
      24 hours and a factorial analysis was carried out with an interaction 
      between the doses and the strains used. As a result, Strain LBb-111 of B. bassiana and Ma-34 of M. anisopliae reached the highest percentage of adult mortality with 40g and 60g, 
      with values higher than 50 % in 96 hours. The highest percentage of 
      larval mortality was reached with the 60g dose with strain LBb-111 of B. bassiana in 96 hours. 
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      Introducción

       ⌅
      Alrededor del mundo se ha reportado gran diversidad de especies que invaden las colmenas de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae), generando alteraciones importantes y nuevas 
        epizootiologías que afectan la estabilidad y dinámica ecosistémica de su
        hábitat. Estos organismos provocan pérdidas económicas importantes en 
        el material biológico y en las cosechas de miel y polen al reducir el 
        rendimiento productivo. Los patógenos y parásitos introducidos a menudo 
        tienen la capacidad de cambiar de huésped, lo que plantea nuevas 
        amenazas a las especies nativas que carecen de cualquier habilidad 
        innata para el desafío del parásito y se apoyan en métodos de defensa 
        generalizados, que pueden o no ser suficientes para proporcionar una 
        protección adecuada contra el patógeno (1). 

      El pequeño escarabajo de la colmena PEC (Aethina tumida Murray, Coleoptera, Nitidulidae), es un ejemplo clásico de insectos que
        afectan la estabilidad de las colmenas, distribuido mediante el 
        comercio mundial de productos de colmenas. Es originario de África 
        subsahariana y reportado en los Estados Unidos de América en 1996, desde
        entonces, se ha propagado a Canadá, varios países de Sudamérica y 
        Centroamérica, convirtiéndose en una plaga epizootiológica conocida como
        Etinosis o Aethinosis. Las larvas de este insecto se alimentan de los 
        productos de la colmena generando grandes pérdidas económicas (1)

      Se
        desconocen aún las razones por las cuales se reportan daños superiores 
        en los lugares donde el PEC es introducido. Las causas pudieran estar 
        relacionadas con las variaciones de las condiciones ecológicas, el 
        comportamiento de las subespecies de la abeja melífera africana y la 
        europea, las técnicas de apicultura utilizadas y la presencia de 
        enemigos naturales. Mientras que el daño producido a las colonias de 
        abejas por escarabajos adultos es relativamente escaso, estos mismos 
        pueden causar la dispersión de las colonias, es decir, que las abejas 
        adultas abandonen el nido. La conducta alimentaria de las larvas, que a 
        menudo va asociada a la fermentación de la miel almacenada, causa un 
        grave daño a los panales y el colapso total de la estructura del nido (2). 

      Las pérdidas
        económicas, también se pueden asociar a la infestación en la sala de 
        extracción de miel. La reproducción oculta y de bajo nivel también puede
        realizarse en los panales viejos o desechados, luego de la producción o
        debajo de los cuadros de la colmena, sin que se observen signos del 
        daño causado a la colonia (2).

      El control de
        esta plaga con productos químicos tiene múltiples inconvenientes, como 
        la susceptibilidad de las abejas a tales productos, la contaminación de 
        la miel, la cera. Otro método de control son las trampas comerciales que
        se colocan sobre el fondo de la colmena, dentro de un marco o en la 
        parte superior (barra superior). Es habitual añadir vinagre de sidra de 
        manzana a las trampas como atrayentes y el aceite mineral o vegetal para
        matar los escarabajos. Las trampas pueden emplearse para realizar un 
        seguimiento periódico de la presencia de escarabajos adultos, además de 
        constituir un método de control (3). 

      Algunos autores reportan también la efectividad de los nemátodos entomopatógenos en el control de A. tumida (4),
        lo cual constituye un antecedente importante en el desarrollo de 
        alternativas de manejo de la especie sobre bases ecológicas, ya que, por
        ejemplo, se ha encontrado que los nemátodos y hongos entomopatógenos 
        son agentes de control biológico efectivos cuando se aplican en el suelo
        contra plagas.

      En Cuba no existe evidencia en el control del insecto con medios biológicos, aunque en estudios realizados por Han et al. (5) se emplean cepas de B. bassiana y M. anisopliae en el control de la varroa. Estos autores, obtuvieron cepas de hongos 
        entomopatógenos tolerantes a las temperaturas del nido de cría de las 
        abejas (Apis mellifera) para ser utilizados en el control de Varroa destructor, sin insidencia sobre A. mellifera. Otros autores, han empleado la B. bassiana en el control de varroa sin afectar las colonias de abejas (6, 7 y 8). 

      El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la susceptibilidad de larvas y adultos de A. tumida frente a B. bassiana y M. anisopliae.

    
    
      Materiales y métodos 

       ⌅
      El
        experimento se desarrolló en el laboratorio III de la Facultad de 
        Ciencias Agropecuarias en la Universidad de Sancti Spíritus, de febrero a
        marzo del 2019, con el objetivo de determinar la susceptibilidad de A. tumida a cuatro dosis de M. anisopliae cepa Ma34 a una concentración de 1,89x108 esporas/ml y B. bassiana cepa 111 a una concentración de 2,36x108 esporas/ml, cepa 1234 a una concentración de 3,51x108esporas/ml.
        Las cepas se obtuvieron del laboratorio provincial de Sanidad Vegetal 
        para los Centro de Reproducción de Entomófagos y Entomopatógenos (CREE),
        mantenidas sobre cabecillas de arroz. 

      Las larvas y adultos de A. tumida se colectaron en apiarios infectados; el suelo utilizado fue Pardo sialítico sin carbonato (9) y se obtuvo del mismo lugar de procedencia que las larvas.

      El
        sustrato se elaboró con 375 g de suelo y 100g de arena lavada con los 
        cuatros dosis de los entomopatógentos. El suelo se pesó antes y después 
        de secar durante 8 horas a 105oC y por diferencia, se 
        determinó el contenido de agua presente inicialmente (25 %), mediante la
        fórmula: Psh - Pss = a, donde (Psh)-peso del suelo húmedo, (Pss)-peso 
        del suelo seco y (a)-agua. 

      Para evitar la contaminación con otros
        organismos, los materiales de laboratorio fueron esterilizados en la 
        autoclave a una temperatura de 1200C y una presión de 1 atmósfera durante 20 minutos, y el método del flameo para pesar, mezclar y sellar los recipientes. 

      Para
        la determinación de la susceptibilidad, se utilizó boxes (6,2 cm de 
        alto x 15,5 cm de diámetro) con 500g del sustrato y se agregó a la 
        mezcla cuatro concentraciones de los hongos 10g, 20g, 40g y 60g/100g del
        sustrato. Todos los componentes de este material se pesaron en una 
        balanza digital modelo SARTORIUS y se colocaron en cada recipiente 10 
        larvas de A. tumida en estado larval L4 y L5, previamente 
        desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2 % mediante la inmersión de 
        los insectos en la solución por cinco segundos con dos lavados en agua 
        destilada.

      Porcentajes de mortalidad de las larvas. Se 
        realizaron evaluaciones cada 24 horas, se colectaron los insectos 
        muertos y se situaron en cámaras húmedas para confirmar la muerte por el
        patógeno. 

      Porcentajes de mortalidad de adultos. Se 
        observaron cada 24 horas y se colectó el 100 % de los adultos con color 
        negro oscuro, con locomoción lenta o inmóvil y se colocaron en cámaras 
        húmedas para confirmar la muerte por el patógeno. 

      En el análisis 
        estadístico se comprobó el supuesto de normalidad por Kolmogorov Smirnov
        y homogeneidad de varianzas por la prueba de Levene. Estos análisis se 
        realizaron en el paquete estadístico SPSS versión 15.0 para Windows, y 
        para el porcentaje de mortalidad de las larvas y adultos se realizó un 
        análisis de varianza factorial, donde se estableció una comparación 
        entre las medias de la interacción entre las dosis y las cepas empleadas
        mediante la prueba de rangos múltiples de Tukey con nivel de 
        significación 0,05. Los valores porcentuales obtenidos se transformaron 
        para
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        que se ajusten a la curva normal de probabilidad.

    
    
      Resultados y discusión

       ⌅
      
        Efecto de las cepas y dosis sobre la mortalidad de adultos de A. tumida

         ⌅
        A
          las 72 horas no hubo diferencias significativas entre las medias de las
          cepas Ma-34 y LBb-111 (30,93 % y 28,75 % respectivamente), pero estos 
          valores fueron significativamente superiores al tratamiento con LBb-1234
          que alcanzó un 21,18 % de mortalidad. Las dosis empleadas difirieron 
          estadísticamente entre ellas, y la mezcla con 60g alcanzó el mejor valor
          con 36 % de mortalidad del insecto, superior a la variante con 10g del 
          entomopatógeno que resultó la más baja (20,37%). Entre las dosis de 40g y
          60g de las cepas Ma-34 y LBb-111 alcanzaron porcentajes de mortalidad 
          superiores al resto (Figura 1). 

        Este
          efecto en la acción del hongo a las 72 horas, se le atribuye a las 
          condiciones óptimas y controladas garantizadas en el experimento, puesto
          que se necesitaba la mayor expresión de infección del patógeno en 
          condiciones controladas. Según otros autores, la manifestación 
          epizoótica de los hongos entomopatógenos depende de los factores 
          bióticos y abióticos (10).
          Entre los factores abióticos que afectan la viabilidad y la 
          persistencia de los hongos entomopatógenos en el campo, se encuentran 
          los rayos ultravioletas, la temperatura, la humedad relativa y la del 
          medio. 

        Existen diferencias estadísticas, después de las 96 horas,
          entre todas las medias del porcentaje de mortalidad para las diferentes
          dosis estudiadas, siendo la mejor, 60g y estadísticamente diferente al 
          resto de los tratamientos (Figura 1). Esto corrobora lo planteado por autores que verificaron el efecto de B. bassiana frente a tres coleópteros (11),
          que depende de las características del microorganismo, su relación con 
          los componentes de la formulación y el ambiente de almacenamiento 
          incluyendo la humedad y temperatura; aunque la estabilidad, viabilidad y
          persistencia en campo de los entomopatógenos es, en gran medida, 
          determinada por el medio donde interactúa con el hospedero (12).

        En el caso de M. anisopliae, la cepa Ma-34 fue la de mejor porcentaje de mortalidad con diferencia 
          significativa del resto de los tratamientos, así como la concentración 
          de 60g difiere del resto con una mortalidad de 72,90% en 72 horas. 
          Resultados obtenidos en un estudio sobre el empleo de B. bassiana y M. anisopliae en el control de coleópteros, demostraron que todos los estadios son 
          susceptibles a la acción de los hongos entomopatógenos, con una 
          mortalidad superior al 80 %, luego de las 96 horas de exposición del 
          insecto (13).

        El periodo requerido para matar al
          insecto es variable, dependiendo de la cantidad de esporas que se 
          depositen sobre el mismo, temperatura, especie, tamaño y edad del 
          insecto pero, en la mayoría de los casos, la muerte, en el caso de 
          coleópteros, ocurre posterior a las 72 horas (14).

        Se
          destaca como resultado el control de ambas cepas Ma-34 y LBb-111, 
          superior estadísticamente a la LBb-1234, donde los demás factores que 
          intervienen en la infección del patógeno, como la humedad del sustrato, 
          posibles microorganismos presentes y la temperatura fueron iguales en 
          todos tratamientos. El efecto sobre la transferencia de las esporas 
          radica en los factores que determinan la interacción hongo-artrópodo, ya
          que las condiciones del medio influyen en una infección exitosa, con la
          especificidad en la adhesión y germinación de los conidios en la 
          cutícula del insecto y la evasión de las defensas del hospedador (15). 

        
          
            
               
            
          

        

        (72 horas: CV-8,82% y ES-0,014) (96 horas: CV-19,72% y ES-0,022)

        Figura 1.  Mortalidad de adultos de A. tumida a las 72 y 96 horas sometidos a la acción de los hongos. / Mortality of A. tumida adults at 72 and 96 hours submitted to fungi action.

      
      
        Efecto de las cepas y dosis sobre la mortalidad de larvas de A. tumida

         ⌅
        En
          las primeras 72 horas, hubo diferencias en la interacción de las 
          variables evaluadas, donde la cepa LBb-111 con 60g fue la de mayor 
          porcentaje de mortalidad y la de menor infección fue la variante de 10g 
          del hongo en el sustrato con la LBb-1234 de B. bassiana (Figura 2).
          Los valores alcanzados coinciden con los reportes de virulencia de este
          entomopatógeno, ya que la relativa rapidez con que causan la muerte a 
          los insectos hospedantes del orden coleóptero varía entre 48 y 72 horas 
          en su medio natural (se inician cambios motores), además de la alta 
          variabilidad de su acción que ha conllevado a su empleo como control 
          biológico en el manejo integrado de plagas (16).

        Los
          resultados de la mortalidad de larvas a las 72 horas de exponerlas al 
          sustrato, demostraron que diferencias significativas entre las medias de
          las cepas, donde las cepas Ma-34 y LBb -111 con 30,92 % y 36,59 % de 
          larvas muertas fueron superiores a la cepa LBb-1234 con un 21,94 %. Las 
          dosis de 60g y 40g alcanzaron los valores porcentuales más altos de 
          mortalidad con diferencias estadísticas del resto, siendo el peor 
          tratamiento la variante de 10 g del entomopatógeno con solo 21,90 % de 
          mortalidad de larvas de A. tumida.

        Además, la 
          susceptibilidad y la relación con los hospederos se relacionan con los 
          nutrientes presentes en los insectos, y es por eso que los hongos 
          entomopatógenos controlan mejor la fase larval y no a los adultos (11).

        Estos
          valores superiores a la acción sobre los adultos en igual periodo de 
          tiempo, se deben a los factores: encuentro hongo-insecto, la flacidez de
          la larva, así como el contenido graso, que permite mayor acción del 
          patógeno con una expresión inmediata de movimientos lentos y 
          descoordinación en los movimientos (16).

        A las 96 horas de exposición de las larvas de A. tumida a la acción de los entomopatógenos, se sobrepasó el 50 % de mortalidad 
          con las dosis de 60g para todas las cepas, y con Ma-34 y LBb-111 en la 
          dosis de 40g. Se muestra, además, que los tratamientos con Ma-34 de M. anisopliae y la LBb-111 difieren entre ellos con valores superiores a la variante 
          con LBb-1234. El resultado del efecto independiente de las dosis sobre 
          las larvas del insecto, se comportó de igual manera que la observación 
          de las 72 horas, donde la dosis con 60g del hongo con 55,35 % fue 
          superior al resto con diferencias entre ellos, y el de menor porcentaje 
          se obtuvo con 10g, con un 33,36 % (Figura 2).

        Al
          igual que la evaluación de las 72, se observó que a las 96 horas de 
          iniciado el ensayo en la interacción entre las dosis y las cepas, el 
          mejor resultado lo alcanzó la mezcla de 60g con la LBb-111, con 
          diferencias respecto a los demás, siendo superior alcanzando valores de 
          66,2 % de mortalidad. 

        
          
            
               
            
          

        

        (72 horas: CV-7,24% y ES-0,013) (96 horas: CV-14,08% y ES-0,032)

        Figura 2.  Mortalidad de larvas de A. tumida a las 72 y 96 horas sometidos a la acción de los hongos. / Mortality of A. tumida larvae at 72 and 96 hours submitted to fungi action.

      
    
    
      Conclusiones

       ⌅
      
        
          	
            En la mortalidad de los adultos la cepa LBb-111 de B. bassiana y A-34 de M. anisopliae alcanzaron el mayor porcentaje de mortalidad de adultos con 40g y 60g, con valores superiores al 50 % en 96 horas.

          

          	
            El mayor porcentaje de mortalidad de larvas se alcanzó con la dosis de 60g, con la cepa LBb-111de B. bassiana.
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