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I. ANTECEDENTES GENERALES
e Cddigo: FIA-PI-C-2004-1-P-017

« Nombre del Proyecto: Desarrollo de un acaricida bioldgico para el manejo no
contaminante de Varroa destructor en colmenares comerciales.

¢ Region o Regiones de Ejecucion: Metropolitana, VII, VIII y X regiones.

e Agente Ejecutor: Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Centro Regional de
Investigacion Quilamapu.

e Agente(s) Asociado(s) (Originalmente planteados en la propuesta y los efectivos):
Originales: Universidad Austral de Chile, Colmenares Werner, Centro De Educacion
y Tecnologia CET Yumbel, Agencia de Desarrollo Rural Ranquil, Asociacion Gremial
de Apicultores Region del Bio Bio, MIPAGRO.

Efectivos: Universidad Austral de Chile, Centro De Educacién y Tecnologia CET
Yumbel, Asociacion Gremial de Apicultores Regién del Bio Bio.

e Coordinador del Proyecto: Marcos Gerding Paris.

e Costo Total (ngra:ﬁada ¥ Real):
Costo Total programado:
Costo Real:

e Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total) (Programado y Real):
Aporte Programado :
Aporte Real:

e Periodo de Ejecucion (Programado y Real):
Periodo programado: 1 diciembre de 2004 a septiembre de 2008.
Periodo Real: 1 diciembre de 2004 al 30 de septiembre de 2008.
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II. RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto comenzd el 1 de diciembre de 2004 con la instalacion de un apiario
experimental para la crianza de abejas y acaros de Varroa destructor de manera de
tener material bioldgico para realizar tanto evaluaciones de laboratorio como de
terreno. Luego de evaluar sistemas de mantencion del acaro en laboratorio, se
realizaron estudios de crecimiento de hongos entomopatdgenos a altas temperaturas
considerando, que la temperatura del drea de cria de la colmena que es donde los
acaros se reproducen preferentemente, puede alcanzar los 34 °C. De acuerdo a lo
anterior, se evalud el crecimiento a diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30 y 35°C) de
100 aislamientos de hongos entomopatdgenos de las especies Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana de los cuales 21 mostraron diferencias significativas en sus
tasas de crecimiento a temperaturas de 30 y 35°C, 17 pertenecientes al genero
Metarhizium y 4 a Beauveria. Posteriormente se realizaron pruebas de patogenicidad
sobre Varroa destructor demostrando diferencias en cuanto a efectividad sobre el
acaro.

De los aislamientos evaluados se selecciond Qu-M845 de M. anisopliae que produjo
una mortalidad del 85% de acaros en laboratorio.

En terreno al aplicar conidias de este aislamiento sobre las colmenas se produce una
reduccion del 67% de parasitismo por varroa. En tanto, que al aplicar tiras
estampadas con 5x10** conidias por colmenas en verano este producto presenta una
eficacia del 74% similar a la obtenida con el tratamiento de acido formico 79%.

Al evaluar el efecto del aislamiento nativo Qu-M845, sobre la viabilidad de las abejas
en laboratorio no se detecté mortalidad significativa por hongo. Resultados de estudios
de diferentes métodos de aplicacion de una dosis de 5x10* conidias por colmena
sobre la actividad de las abejas y la ovipostura de la reina en terreno, indican que no
existen efectos negativos de este aislamiento sobre la colmena, cuando se aplica en
verano, si se observo estrés y perturbacion de las abejas cuando el hongo es aplicado
pos cosecha y con altos niveles de infestacion por varroa.

Los mejores resultados en caida de acaros y disminucion en el nivel de infestacion de
Varroa con el aislamiento nativo Qu-M845 de M. anisopliae fueron obtenidos
espolvoreando las conidias sobre cada colmena en primavera.

Los resultados obtenidos han sido transferidos a apicultores e investigadores a través
de charlas de difusion y presentaciones en congresos. También se han realizado
publicaciones divulgativas y cientificas.
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1. Objetivos del Proyecto:

Objetivo General

El objetivo propuesto es establecer una estrategia de manejo no contaminante de
varroasis mediante la elaboracién y uso de un bio acaricida para la produccién limpia
de miel. Este bioacaricida se basa en el uso de hongos entomopatdgenos para lo cual
se selecciono un aislamiento patogénico para Varroa e inocuo para las abejas, y que
es altamente eficaz en terreno. ;

Objetivos Especificos

Obijetivo Especifico Resultado
1 Seleccionar una o mas cepas de | Seleccion del aislamiento Qu-M845 de M.
hongos altamente patdgenos a Varroa anisopliae.

para la formulacion del acaricida.

7 B Determinar los efectos sobre el | Eficacia del 74% en terreno contra Varroa
hospedero (mortalidad y comportamiento | v sin efecto detrimental en la poblacion
de las abejas) de las aislaciones de abejas.

seleccionadas para el control de Varroa. .

3 Desarrollar un plan de manejo en Aplicacién en primavera, con dosis de
el control de Varroa mediante el uso del 5x10%° y 10! conidias por colmena.
acaricida biolégico que no afecte la :
calidad de la miel.

4, Desarrollar protocolo de | Existe el protocolo de produccién masiva
produccidn del bioacaricida y promover la | de hongos entomopatégenos y se espera
adopcion de la tecnologia desarrollada y que la empresa BIOGRAM adopte la

el uso practico del Dbioacaricida, tecnologia productiva.
fundamentalmente en pequefios | Se difundid la tecnologia de uso entre
apicultores y empresas. apicultores desde la Region de O "Higgins

hasta Los Lagos.
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2. Metodologia del Proyecto:
2.1 Establecimiento de las colmenas para el trabajo con Varroa.

Esta actividad se realizo en el Centro Regional de Investigacion Quilamapu del INIA
ubicado en Chillan.

El establecimiento de las colmenas se inicio el afio 2004 con la instalacion de 20
familias a partir de las cuales se produjeron nicleos para aumentar el nimero de
colonias. Estas colmenas fueron utilizadas para la crianza y mantencion de V.
destructor y de abejas, necesarias para los estudios de patogenicidad de diferentes
aislamientos de hongos entomopatdgenos en laboratorio.

Luego, el 31 de septiembre de 2006 se adquirieron otras 60 colmenas que se
utilizaron para evaluaciones en terreno del aislamiento seleccionado para el control de
varroa. ;

A pesar de los trabajos de mantencidn y alimentacion de las colonias, las inclemencias
del tiempo durante el afio 2007 diezmaron la poblacion de abejas quedando
finalmente con 50 colmenas para realizar los trabajos de evaluaciones en terreno.
Posteriormente se compraron otras 30 colmenas que fueron usadas para las
evaluaciones finales del proyecto.

En general, el manejo sanitario y nutricional de las colmenas se realizo en base a
revisiones semanales durante el periodo estival y revisiones solo para alimentacion en
invierno la cual, se baso en fructosa y levadura de cerveza. Los nlcleos mas débiles
fueron alimentados con harinilla de soya y jarabe de miel para la suplementacion de
proteina y carbohidratos. A partir de septiembre se colocaron alzas en las colmenas
mas fuertes y se eliminaron celdillas de reina, de manera de favorecer el desarrollo de
las colmenas y evitar la enjambrazon.

Foto 1. Apiario ubicado en la Estacion Experimental Santa Rosa de INIA-Quilamapu (Afio
2006).



2.2 Colecta de Varroa desde terreno.

Se realizaron prospecciones en colmenares comerciales de abejas para la deteccion y
colecta de adultos de Varroa. Los acaros colectados fueron trasladados a las colmenas
mantenidas en Santa Rosa. Periddicamente se realizaron muestreos para estimar los
niveles de infestacidn de Varroa.

En primavera, los porcentajes de infestacién de las colmenas que sobrevivieron el
invierno no superaron el 2%, lo que hizo dificil la colecta de material para algunos
ensayos por lo que fue necesario colectar panales infectados desde colmenas de otros
apiarios y traspasarlos a las colmenas mas fuertes para aumentar la poblacién de
varroa.

2.3 Mantencion colonia de Varroa.

Se realizo un muestreo periédico de las colmenas para evaluar la infestacion por el
acaro. De acuerdo al grado de parasitismo encontrado, las colmenas fueron sometidas
a inoculaciones periddicas de varroas colectadas desde los apiarios prospectados. A su
vez, las colmenas mas débiles se fusionaron con aquellas mas fuertes de manera de
mantener la colmena y la crianza de varroa.

2.4 Incremento de Varroa en colmenas de produccion.

Para lograr una mayor poblacién de varroa en las colmenas se introdujeron marcos
con celdillas de zangano en las cdmaras de cria de manera de estimular la postura de
estos y utilizarlos como cebos.

Para homogenizar los grados de infestacién entre las colmenas y evitar la mortandad
absoluta de las familias se colectaron panales con cria de abejas desde las colmenas
sanas Yy fueron introducidos en aquellas familias infestadas.

2.5 Evaluacion de sobre vivencia de Varroa en laboratorio sobre diferentes
substratos.

Esta actividad se comenzd a desarrollar a comienzos de primavera del afio 2005.
Pupas de zanganos fueron colectadas desde celdillas recién operculadas y traspasadas
a tubos plasticos de 1 mL (Eppendorf ®) tapados con un trozo de algoddn hidrofilo.
Luego, varroas en estado forético fueron colectadas y ubicadas sobre las pupas
incubadas en los tubos (Foto 2).

Se coloco una varroa por pupa y fueron incubadas en camara con temperatura de 25 y
30°C. Diariamente se evalud la emergencia de zanganos y sobre vivencia de varroa.
Para cada tratamiento se utilizaron 10 pupas como unidad experimental y tres
repeticiones. '




Foto 3. Pupa de zangano rasitada con varroa.

2.6 Evaluacion de patogenicidad de aislaciones de Beauveria sobre adultos
de varroa.

Previo a este estudio, se realizo la evaluacion del crecimiento de 50 aislamientos de 5.
bassiana a temperaturas de 30 y 35 ©C. De acuerdo a lo anterior, se seleccionaron
siete cepas por su resistencia térmica a estas condiciones, las cuales son similares a
las encontradas en el nido de cria que es donde preferentemente se desarrolla el
acaro V. destructor (Chandler et al., 2001).

Los aislamientos utilizados, se produjeron mediante siembras en placas de Petri, con
agar papa dextrosa, y se incubaron a 25°C hasta la esporulacion del hongo. Las
conidias se cosecharon desde la superficie del cultivo, realizando una suspension en
agua destilada estéril mas 1% de humectante Tween 80 al 0,1%, y se llevaron a un
agitador mecanico para disgregar las conidias. La concentracion de conidias se




determind utilizando una camara de recuento Neubauer (BOECO, Neubauer,
Alemania).

Adultos de varroa en estado forético fueron colectadas desde las colmenas infestadas
y traspasadas a camaras plasticas con papel absorbente en su base (Foto 4).

El indculo consistié de una suspensién de 107 conidias mL™, aplicada sobre las varroas
mediante una torre de pulverizacion Potter. Como control se utilizaron varroas tratadas
con una solucién de agua destilada con Tween 80. Inmediatamente después de
tratadas, las varroas inoculadas fueron colocadas sobre pupas de zangano segun
metodologia descrita anteriormente. Diariamente se registro la mortalidad de varroa.
El disefo experimental utilizado fue completamente al azar con 4 aislamientos de B.
bassiana seleccionados por su capacidad de crecer a 30 y 35 ©C, con tres repeticiones
por aislamiento, utilizando 10 varroas como unidad experimental. La mortalidad de
varroas y la micosis sobre estas se evaluaron diariamente desde el primer dia de
tratadas.

Los aislamientos de Beauveria evaluados se mencionan a continuacion en el cuadro 1.

Cuadro 1. Aislamientos de Beauveria bassiana (Qu-B) seleccionados para el estudio
de patogenicidad sobre Varroa destructor.

Aislamientos Tasa de crecimiento (mm dia™) Origen Geografico
30°C 35°C

Qu-B249 0,93 (0,97) 0,057 (0,35) Cariete, Region del Bio Bio
Qu-B303 0.56 (0,6) 0,5 (0,98) Valle de Lluta, Regidn de Arica y Parin
Qu-B323 1,99 (0,97) 0,086 (0,92) [Rio Chaca, Region de Arica y Parinacota
Qu-B389 1,73 (0,97) 0,017 (0,89) Curepto, Region del Maule
Qu-B392 1,79 (0,98) 0 Cariete, Region del Bio Bio
Qu-B910 1,87 (0,97) 0,4 (0,6) Isla de Pascua
Qu-B916 Isla de Pascua

1 Coeficiente de correlacién de la regresién (R?)
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Foto 5. Mantencion de zanganos y acaros inoculados con HEP en laboratorio.

2.7 Evaluacion de patogenicidad de aislaciones de Metarhizium sobre
adultos de varroa.

En total se evaluaron 54 aislamientos de Metarhzium. En una primera etapa se
evaluaron 39 aislamientos seleccionados al azar y luego se evaluaron 14 seleccionados
por su crecimiento a temperaturas de 30 y 35°C. Estos se cultivaron en placas de Petri
con agar papa dextrosa y a partir de los cultivos se extrajeron conidias para preparar
suspensiones liquidas con una concentracién de 10’ conidias mL” que fueron
aplicadas sobre las varroas mediante una torre de pulverizacién. Las varroas
inoculadas fueron traspasadas a tubos con pupas de zanganos y diariamente se evallo
la mortalidad y esporulacién del hongo sobre los cadaveres.

Los aislamientos evaluados y su origen se mencionan en el siguiente cuadro (Cuadro
2).




Cuadro 2. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Qu-M)
seleccionados para el estudio de patogenicidad sobre Varroa destructor.

Aislamientos | Tasa de crecimiento (mm dia™) Origen Geografico
30°C 35°C

Qu-M38 2,59 (0,97)! 1,38 (0,9) Desconocido

Qu-M82 2,53 (0,97) 1,03 (0,99) El Carmen, Region del Bio Bio
Qu-M150 2,76 (0,92) 0,98 (0,98) Lago Chapo, Regién de Los Lagos
Qu-M151b 2,49 (0,95) 1,22 (0,97) Rio Chamiza, Region de Aysén
Qu-M203 Osorno, Regidn de Los Lagos.
Qu-M204 1,2 (0,96) 0,05 (0,87) Osorno, Regidn de Los Lagos.
Qu-M219 Desconocido

Qu-M233 2,54 (0,98) 1,24 (0,89) Osorno, Region de Los Lagos.
Qu-M256 1,03 (0,98) 1,38 (0,92) Cafiete, Region del Bio Bio
Qu-M271 1,19 (0,97) 1,11 (0,9) Coihueco, Regidn del Bio Bio
Qu-M280 Osorno, Region de Los Lagos.
Qu-M285 3,67 (0,94) 1,58 (0,91) Lago Puyehue, Region de Los Lagos
Qu-M326 0,35 (0,97) San Vicente, Melipilla, Region de
Qu-M327 Vicuiia, Region de Coquimbo
Qu-M354 2,62 (0,94) 1,36 (0,91) Canete, Region del Bio Bio
Qu-M363 2,77 (0,97) 0,58 (0,7) Pinto, Region del Bio Bio
Qu-M426 Puyehue, Region de Los Lagos
Qu-M428 Puyehue, Regién de Los Lagos
Qu-M436 0,28 (0,93) 0,13 (0,88) Region del Bio Bio
Qu-M437 Huape, Region del Bio Bio
Qu-M448 2,56 (0,97) 1,24 (0,9) Huape, Region del Bio Bio
Qu-M469 Termas de Chillan, Regién del Bio
Qu-M482 0,32 (0,94) 0,14 (0,93) Regién del Bio Bio
Qu-M485 Desconocido
Qu-M489a 0,39 (0,97) 0,04 (0,92) Osorno, Region de Los Lagos
Qu-M490 Osorno, Regioén de Los Lagos
Qu-M497 Osorno, Region de Los Lagos
Qu-M510 Desconocido

Qu-M517 Parral, Regién del Maule
Qu-M518 2,91 (0,97) 1,98 (0,93) Sta. Barbara, Region del Bio Bio
Qu-M520 Regidn del Bio Bio
Qu-M532 0,3 (0,93) 0 Regidn del Bio Bio
Qu-M540 Sta. Barbara, Region del Bio Bio
Qu-M549 0,1 (0,94) 0 Regidn del Bio Bio
Qu-M553 Pto. Varas, Regién de Los Lagos
Qu-M554 Rio Bueno, Region de Los Rios
Qu-M556 0,32 (0,97) 0 Purranque, Region de Los Lagos
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Qu-M559 Osorno, Region de Los Lagos.
Qu-M594 Region del Bio Bio
Qu-M596 Regidn del Bio Bio
Qu-M608 0,33 (0,95) 0 Osorno, Regién de Los Lagos.
Qu-M750 Desconocido
Qu-M789 0,28 (0,99) 0 Desconocido
Qu-M823 Desconocido
Qu-M824 2,73 (0,96) 1,26 (0,98) El Carmen, Regidn del Bio Bio
Qu-M826 Desconocido
Qu-M836 2,02 (0,96) 1,18 (0,96) Villa Alegre, Regién del Maule
Qu-M845 2,91 (0,97) 2,17 (0,9) Antuco, Region del Bio Bio
Qu-M857 0,33 (0,97) 0 Portezuelo, Regidn del Bio Bio
Qu-M863 0,17 (0,98) 0 Villa Alegre, Regién del Maule
Qu-M984 0,32 (0,9) 0,35 (0,9) Quillota, Region de Valparaiso
Qu-M957 Desconocido

1 Coeficiente de correlacion de la regresion (R?)
2.8 Evaluacion de causas de muerte de varroa en camaras humedas.

Las varroas muertas en las pruebas anteriores se removieron a camaras hiimedas y se
incubaron a 25°C para observar el posible desarrollo de micelio y conidias.

Los signos de patogenicidad de los aislamientos aplicados sobre varroa fueron
registrados diariamente identificando mediante microscopio la especie de hongo
presente en los cadaveres.

El principal criterio para seleccionar los aislamientos fue la esporulacién ya que con
ello se confirma que los acaros murieron a causa del aislamiento aplicado y no por
otras causas.

2.9 Estudio de dosis letal y determinacion del tiempo letal con aislaciones de
Metarhizium.

Se evaluaron los aislamientos Qu-M489 y Qu-M845 de Metarhizium anisopliae los que
fueron multiplicados en placas Petri, con agar papa dextrosa e incubado a 25°C hasta
la esporulacion del hongo. Las conidias de cada aislamiento se cosecharon desde la
superficie del cultivo, mediante suspension en agua destilada estéril con el
humectante Tween 80 al 0,1% vy fueron disgregadas en un agitador mecanico. La
concentracion de conidias se determind en una camara de recuento Neubauer. Se
utilizaron suspensiones de 10°, 10%, 10’ y 10® conidias mL™, para cada aislamiento, las
que se aplicaron a las varroas mediante aspersion utilizando el sistema de
pulverizacién de Torre de Potter. Como control se utilizaron varroas tratadas con agua
destilada y Tween 80. Posteriormente cada varroa se incubo sobre pupas mantenidas
en tubos plasticos de 1mL.




El disefio experimental utilizado fue completo al azar con 10 varroas como unidad
experimental, 5 tratamientos y 5 repeticiones para cada aislamiento.

La mortalidad de varroas se registré diariamente desde el primer dia de tratadas.

La evaluacion del porcentaje de mortalidad, a distintas concentraciones de indculo, se
realizé el dia 9 post inoculacién, ya que ese dia se alcanzé el 95% de mortalidad en
uno de los tratamientos.

Las curvas de mortalidad de varroas, inoculados con Qu-M489 y Qu-M845, fueron
expresadas como porcentaje de mortalidad a distintas concentraciones.

La curva de mortalidad a diferentes concentraciones se ajustd a una curva sigmoidea,
la que se comprobd con la prueba de chi-cuadrado para bondad de ajuste. Esta curva
posteriormente se linearizé6 mediante transformacion probit, asumiéndose normalidad,
con el fin de calcular la concentracion letal del 50% de la poblacién (CL50), a través
de su ecuacion de regresion (Alves et al., 1998).

Foto 6. Incubacion de Varroa sobre pupa de zangano.




Foto 7. Establecnmtento de ensayo de estudlo de d0515 y tlempo letal del alslarnlento Qu-
M845 de Metarhizium anisopliae sobre Varroa destructor.

2.10 Determinacion tiempo letal con aislaciones de Metarhizium.

El TL50 se calculé a partir de las observaciones de mortalidad acumulada a través
del tiempo con la CL90 del aislamiento Qu-M845.

2.11 Crianza de abejas fuera de la colmena.

Para esta actividad se utilizaron trozos de panal de aproximadamente 25 X 25 ¢cm con
crias de abejas en todas las edades y con 20 abejas nodrizas para el cuidado de las
crias (Foto 8). Estos fueron mantenidos en cajas de madera de 30x30x30 cm con
una ranura a lo largo de la base sobre la cual se coloco un papel blanco con vaselina
(Foto 9).
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Foto 8. Trozo de panal con cria de abejas a punto de nacer.

Foto 9. Incubacion de panal con crias.

Las abejas fueron mantenidas en una sala de incubacién a temperaturas de 25 a 30
oC y oscuridad.

Para la alimentacion se utilizo miel, polen granulado y agua hervida fria.

La evaluacion de mortalidad de abejas se realizd diariamente retirando el papel con
vaselina y contando los individuos muertos.
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2.12 Evaluacion de patogenicidad de aislaciones seleccionadas de
Metarhizium sobre abejas.

Se realizaron dos ensayos para evaluar el efecto de aplicaciones de hongo sobre
abejas mantenidas en diferentes condiciones (laboratorio y terreno).

Ensayo de laboratorio.
Este estudio se llevé a cabo en el laboratorio del Centro Tecnoldgico de Control
Bioldgico (CTCB) del Centro Regional de Investigacion Quilamapu.

1. Estudio de Concentracién letal en abejas.

Se colectaron panales con cria sellada de abejas, desde los apiarios ubicados en el
campo experimental Sta. Rosa.

Los panales fueron colocados en una camara a 35°C hasta la emergencia de las
abejas. Luego 50 abejas nodrizas de 1 a 2 dias de edad fueron traspasadas a una caja
de vidrio y madera de 20x20x24 cm., con un panal con cera estampada de 81 cm? y
un receptaculo para la alimentacion de las abejas.

Los tratamientos consistieron en cinco concentraciones de inoculo: 0 (testigo), 105,
107, 108, 10° conidias mL™ del aislamiento Qu-M845, que fueron mezcladas con jarabe
de miel que se suministro a las abejas utilizando un recipiente plastico.

La preparacion del inoculo se realizo con agua destilada y las concentraciones fueron
determinadas a través de la camara de Neubauer; el jarabe de miel fue preparado con
agua hervida, en proporciones de 70% de miel y 30% de agua.

El disefio experimental fue un completo al azar con cinco tratamientos y cinco
repeticiones cada uno.

Diariamente se evalud la mortalidad de abejas para cada tratamiento. Las abejas
muertas de cada repeticion y tratamiento fueron colectadas cada 24 h., y puestas en
camara himeda para determinar el agente causal.

Para evaluar la mortalidad en el tiempo se utilizé el test de Friedman, la separacion de
grupos se efectto con el test de Conover-In man y la mortalidad de los tratamientos a
un mismo periodo de tiempo se evalud con el test de Kruskal-Wallis, todos ellos con
un nivel de significancia de P<0,05.

Ensayo de terreno.
1. Efecto del Método de aplicacién

En febrero de 2009, se realizo un ensayo de terreno para evaluar el efecto del método
de aplicacion de conidias del aislamiento Qu-M845 sobre el comportamiento de
pecoreo de abejas de colmenas tratadas con hongo.

Colmenas con similar estado sanitario y nutricional fueron tratadas con una dosis de 5
x 10™ conidias por colmena aplicadas con dos métodos: 1) espolvoreo de conidias con
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espolvoreador manual y 2) conidias estampadas en papel absorbente con goma
arabiga. Estos tratamientos fueron comparados con colmenas sin tratar (testigo) y con
un tratamiento de acido férmico al 85% (v/v) que fue diluido al 70% (v/v) en agua
destilada segun lo recomendado por Felipe y Vandamme (2002).

Las evaluaciones consistieron en medir el trafico de abejas en la piquera para lo cual
se contd el nimero de abejas que entraban y salian desde la colmena, por un periodo
de cinco minutos y cada dos dias. Con el fin de reducir la abertura que se encuentra
entre el piso y la camara de cria y facilitar las mediciones se dispuso de un liston de
madera con dos aberturas de 2 x 2 cm, en cada entrada. Para observar el crecimiento
de la colonia, las colmenas se pesaron antes y después del ensayo.

Los tratamientos con hongo consistieron de sélo una aplicacion.

El disefio experimental utilizado fue de bloques al azar con cuatro tratamientos y
cuatro repeticiones.

La evaluacion del trafico de las colmenas (entrada y salida de abejas) fueron
graficados y se les calculo el area bajo la curva de trafico a través del tiempo por
medio del programa “Origin ®” y los valores obtenidos fueron sometidos a un analisis
de varianza, con el sofware Statistical Analysis System (SAS, P<0.05) y se realizd una
prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

2.13 Incubacion de abejas muertas en camara hiumeda.

Las abejas muertas encontradas en cada ensayo fueron retiradas e incubadas en
placas plasticas desinfectadas (cdmaras hiimedas), con papel absorbente humedecido
y a temperatura ambiente de 25°C.

2.14 Establecimiento de apiario para ensayo y aplicacion de Metarhizium en
colmenas.

1. Cultivo y obtencion de conidias del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium
anisopliae.

Conidias del aislamiento Qu-M845 fueron sembradas en placas de Petri, con agar
papa dextrosa e incubadas a 25°C por 20 dias aproximadamente, hasta la
esporulacion del hongo. Las conidias se cosecharon desde la superficie del cultivo con
un asa bacteriologica y fueron sembradas en medio liquido estéril contenido en
matraces de 500 mL. La preparacién del medio se realizo mezclando 1 L de agua
destilada con 20 g de extracto de levadura, 25 g de sacarosa y 0.025 g de
cloranfenicol y posteriormente, se esterilizo en autoclave a 121°C por 20 minutos. Una
vez que se enfrio, se inoculo con esporas del aislamiento Qu-M845 y se mantuvo en
agitacion durante una semana a temperatura de 25°C.

A partir del cultivo liquido, se realizaron nuevas siembras de inoculo en arroz precosido
estéril para lo cual, se prepararon 22 unidades constituidas por 300 g de arroz
contenido en bolsas de polipropileno. Luego de la inoculacién cada bolsa fue sellada



herméticamente y mantenida a 25°C y oscuridad hasta la completa colonizacion y
esporulacién del hongo sobre los granos.

Luego el material fue secado a temperaturas de 25 a 30°C y posteriormente removido
sobre un tamiz con apertura de 100 pym, para la extraccion de conidias, las que
posteriormente fueron envasadas en bolsas de PVC, selladas al vacio y mantenidas en
oscuridad a 10°C hasta su uso en los ensayos.

2. Evaluacion de métodos de aplicacion.

Se establecid un apiario con 25 colmenas tipo Langstroth de A. mellifera en el Campo
Experimental Santa Rosa de INIA-Quilamapu, en octubre de 2005. En mayo del 2006
se prepararon dosis de 5 x 10' conidias (deshidratadas al 10% de humedad) por
colmena, del aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae. Los tratamientos consistieron en
tres métodos de aplicacion: a) dispensador de conidias ubicado en la piquera de las
colmenas; b) conidias estampadas en papel filtro ubicados cada dos panales mdviles al
interior de la colmena y c) conidias espolvoreadeas sobre y entre los panales. Ademas,
se incluyo un tratamiento testigo que consisti6 en colmenas sin tratar. Previo al
ensayo se realizd un muestreo para determinar el porcentaje inicial de infestacion por
varroa por lo que se colectaron muestras de 200 abejas aduitas provenientes de los
panales centrales de cada colmena, posteriormente se colocaron en un frasco plastico
de 300 mL y se le adiciond tres gotas de detergente liquido por cada 200 mL de agua.
A continuacidn se tapo y agito para producir el desprendimeito de acaros desde las
abejas. Posteriormente, el contenido de cada muestra fue vertido sobre un colador,
aplicando agua sobre las abejas, con el propdsito de desprender las varroas que alin
estaban adheridas al cuerpo de ellas. Las varroas retenidas en el colador se contaron y
expresaron porcentualmente (SAG, 2002).

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con cuatro tratamientos y
tres repeticiones. La unidad experimental consistid en una colmena. La evaluaciéon de
la mortalidad de abejas y varroas, posterior a la aplicaciéon del hongo, se realiz a
través de una cartulina cubierta con vaselina que se instald en el piso de cada colmena
y que se evalué cada 48 hr. y por un periodo de 21 dias. Los individuos colectados
fueron incubados en cdmara humeda para detectar los signos de micosis. Los
resultados de mortalidad a través del tiempo fueron ajustados a curvas sigmoideas y
comparacion de medias de la mortalidad acumulada al dia 21 de post inoculacién,
mediante la prueba protegida de Fisher (P<0,05). Al cabo de ese periodo se revisaron
nuevamente las colmenas para determinar los niveles de infestacion por V. destructor.
Los resultados se compararon entre tratamientos para conocer el porcentaje de abejas
parasitadas y a través de las relaciones entre poblacién final e inicial (Pf/Pi), ambos
fueron sometidos a andlisis de varianza y separacién de medias por la prueba de
Tukey (P<0,05).




Las curvas de mortalidad de varroas y abejas para cada colmena inoculada se
calcularon en dos oportunidades a inicio de primavera y con 45 dias de diferencia
entre ellas, para las dos fechas de establecimiento de los ensayos, los resultados se
expresaron como mortalidad a través del tiempo. La mortalidad de varroas y abejas se
compararon entre los tratamientos a partir de las curvas de mortalidad acumulada a
través del tiempo. Los resultados de mortalidad al dia 14 y 25 de post inoculacidn,
para la primera y segunda observacion respectivamente, se sometieron a analisis de
varianza y separacion de medias mediante la prueba protegida de Fischer (p<0,05)
(Gomez y Gomez, 1984).

3. Evaluacion de primavera

Durante la primavera de 2006, se realizaron cuatro aplicaciones de M. anisopliae (Qu-
M845) cada 4 dias entre el 1 y 16 de septiembre, y luego se repitieron otras cuatro
entre el 16 y 31 de octubre. Todas las dosis fueron de 5 x 10* conidias por colmena,
aplicadas entre los panales de la cdmara de crias. Como control se utilizaron colmenas
sin aplicaciones. Siguiendo la metodologia descrita anteriormente, se evalué el efecto
del hongo sobre abejas y acaros durante 12 dias, retirando una cartulina con vaselina
cada 48 hr.

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con una colmena como
unidad experimental, dos tratamientos y cinco repeticiones. Las curvas de mortalidad
de varroas y abejas para cada colmena inoculada se calcularon en dos oportunidades:
a inicio de primavera y 45 dias después, y los resultados se expresaron como
mortalidad a través del tiempo mediante ajustes de curvas sigmoideas. Al dia 15 de
postinoculacién se comparé la mortalidad acumulada mediante anélisis de varianza y
separacion de medias con la prueba protegida de Fischer (p<0,05) (Gomez y Gomez,
1984).
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2.15 Prueba de pulverizaciones en polvo en panales.
1. Estudio en terreno de dosis del aislamiento Qu-M845.
Con el fin de establecer la mejor dosis del aislamiento Qu-M845 de M. anisopfiae para

aplicaciones en terreno, se establecié un ensayo en el apiario ubicado en el campo
experimental Santa Rosa de INIA Quilamapu, en marzo de 2007 (Foto 10).

s i £ 3 oAy iy

Foto 10. Apiario ubicado en el Campo. experimental Santa Rosa de INIA-QuiIamépu.

Se aplicaron dosis de: 2.5x10'°, 5x10%, 10 y 2 X10** conidias por colmena, sobre y
entre los panales utilizando una espolvoreadora de espalda marca Solo®.

De acuerdo a lo anterior, los tratamientos fueron las cuatro dosis de hongo, mas el
acaricida quimico Bayvarol® aplicados el 6 y 26 de marzo.

El disefio experimental utilizado fue un completo al azar con 5 tratamientos y 10
repeticiones, constituidas por una colmena.

Las evaluaciones de mortalidad de Varroa destructor se realizaron contabilizando los
acaros caidos sobre el cartdn con vaselina ubicado en el piso de las colmenas.

Las curvas de mortalidad de varroas y abejas para cada colmena, con los distintos
tratamientos, fueron expresadas como mortalidad a través del tiempo. Se realizd la
prueba t de Student de las areas bajo las curvas de la mortalidad de varroas y abejas,
para cada tratamiento y medido hasta el dia 33 después de la primera aplicacion.

2. Aplicacion de verano.

Posteriormente, con el objetivo de observar el efecto de la época de aplicacién, entre
el 13 y 27 de diciembre de 2007 y el 10 y 17 de enero de 2008 se realizd otro ensayo
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en un apiario comercial ubicado en la localidad de Pinto (Chillan), conformado por 30
colmenas, las cuales siguen un manejo organico y estan destinadas para produccion
de nicleos. :

En cada colmena, se evalué el nivel de infestacion por Varroa, utilizando la
metodologia propuesta por el SAG (2002).

Los tratamientos evaluados fueron Timol puro, en dosis de 8 gr. por colmena y el
aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae, en dosis de 5X10'° conidias por colmena,
utilizando la pulverizacion de conidias sobre y entre los panales como método de
aplicacion y un tratamiento control. El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar, con 10 repeticiones y una colmena como unidad experimental.
La evaluaciones de mortalidad de Varroa y abejas se realizaron contando los
individuos caidos sobre un cartdn con vaselina sélida, en el piso de la colmena, mas
un malla metdlica para evitar el raido de las abejas. Los cartones fueron retirados cada
dos dias. Con los datos obtenidos, se confeccionaron graficos de mortalidad de acaros
y abejas a través del tiempo. Las curvas obtenidas de cada repeticion fueron
linearizadas utilizando regresion lineal y se realizo andlisis de las pendientes a través
de analisis de varianza y separacion de media mediante la prueba protegida de Fisher.
En cada colmena tratada con hongo, se marco un trozo de panal con 10 celdillas con
crias sin opercular, para observar el efecto del aislamiento sobre las crias y Ia
emergencia de abejas.

2.16 Prueba de trampas (Dispensadora) de esporas en el piso y entre
marcos.

1. Estudio de piquera.

En el apiario ubicado en el Campo Experimental Santa Rosa de INIA Quilamapu, se
evalué la aplicacién de la dosis de 5x10'° esporas por colmena utilizando un
dispensador ubicado en la piquera (Fotos 11 y 12).

El dispensador consiste en una caja dividida en dos secciones que separa la entrada y
la salida de las abejas. Al ingresar las obreras acarrean el hongo hacia el interior de la
colmena. En la entrada del dispensador, se coloco una dosis de 5 x 10*° esporas por
colmena, parcializada en 5 aplicaciones cada dos dias.

El disefio experimental utilizado fue un completo al azar con dos tratamientos,
(Testigo, Qu-M845) y 10 repeticiones constituidas por una colmena. Las evaluaciones
de mortalidad de Varroa y abejas se realizaron segun lo sefialado anteriormente.
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F2. istatern el dispensador
2. Ensayo Aplicacion de tiras de papel con conidias estampadas.

En noviembre de 2008 se realizé otro ensayo para evaluar cuatro dosis: 10'°, 5 x 10'°,
10! y 5 x 10" conidias por colmena las cuales, a la vez se compararon con el efecto
acaricida del acido férmico y colmenas sin tratar (testigo).

La preparacion de las dosis se realizd espolvoreando conidias del aislamiento Qu-M845
sobre papel absorbente de 20cm x 20cm utilizando goma ardbiga como adherente.
Posteriormente el papel revestido con conidias fue dividido en tiras de 5 x 20 cm, las
sub-dosis de los tratamientos de 10 y 5*10** fueron distribuidas en 4 y 6 segmentos,
respectivamente.
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La aplicacidn se realizé colocando las tiras al interior de la colmena, ubicandolas cada
dos panales de abejas. Cada tratamiento fue parcializado en 4 aplicaciones, con un
intervalo de 4 dias.

El tratamiento de acido férmico consistio de una solucion de 85% (v/v) de acido,
diluido al 70% (v/v) en agua destilada segin lo recomendado por de Felipe y
Vandamme (2002). El producto fue aplicado por medio de una esponja “Oasis
vermiculita” ® (utilizada en floristeria) que fue cortada en trozos de 10 x 10 x 1 cm e
impregnada con 60 mL de solucidn, posteriormente la esponja fue colocada dentro de
una bolsa plastica con cierre hermético. La aplicacion se realizo colocando la esponja
impregnada a razén de una por colmena, sobre los cabezales de los bastidores, en la
parte central de la colmena. A cada bolsa se le realizd una apertura de 3 x 3, para
permitir la evaporacion gradual del acido formico. Este tratamiento se parcializo en 4
aplicaciones, con un intervalo de 4 dias (de Felipe y Vandamme, 2002).

Para evaluar el nivel de control se realizd una estimaciéon de la infestacion de la
colmena previa y posterior a la aplicacién de cada tratamiento.

El procedimiento fue realizado segun lo recomendado por el SAG (2002). Ademas se
evalud la caida de varroas sobre un piso trampa que consistid en una lamina de cartén
piedra cubierta con vaselina, sobre el cual se colocd una malla metdlica para evitar
que los acaros pegados al piso sean arrastrados por las abejas. El primer recuento de
varroas se realizd 56 horas después de haber aplicado los productos y se repitié en
cuatro oportunidades. Con estos datos se calculo la eficacia de cada tratamiento
utilizando la formula de Henderson y Tilton (1955):

%Eficacia = 100 x [1-(N° acaros. Testigo antes x N° acaros.Tratamiento antes)]
NO &caros. Testigo desp. x N° &caros. Tratamiento desp.

El disefio experimental utilizado fue de bloques completos al azar, con seis
tratamientos y cuatro repeticiones.

2.17 Aplicacion de suspension de esporas.

El ensayo se realizd en enero de 2008 (Informe N°5), en el Campo Experimental Santa
Rosa de INIA-Quilamapu. Veinte colmenas fueron escogidas al azar para determinar
su nivel de infestacidon por V. destructor. Luego se preparé 50 mL de una suspension
de conidias del aislamiento Qu-M845 de 0, 107, 10® y10° conidias por mL, la cual fue
aplicada sobre las colmenas. Luego de la aplicacién se colocaron cartones con vaselina
sélida para evaluar el efecto sobre Varroa y abejas.

El disefio experimental es un completo al azar con 5 tratamientos y 5 repeticiones
considerando una colmena de abejas como tal.



2.18 Evaluacion de viabilidad de esporas en abejas.

Para investigar la persistencia del hongo en abejas de colmenas tratadas con una
concentracion de 5x10*° conidias, se colectaron al azar 20 abejas por colonia a
diferentes intervalos de tiempo (1, 3, 5 y 7 dias). Cada grupo de abejas fue colocado
en un frasco con 50 mL de agua destilada estéril.

Cada muestra fue agitada por 15 minutos en agitador mecanico. Veinte mL de agua
deionizada estéril, con 0.02% de Tween 80 fueron adicionadas a cada frasco. A partir
de estas soluciones, se prepararon 3 diluciones seriadas de 10 mL. Una alicuota de 0.1
mL de cada dilucién fueron dispersadas sobre placas de Petri con agar saboroud.
Luego, el material fue incubado por 7 dias a 25°C, para determinar las unidades
formadoras de colonia.

2.19 Evaluacion de residuos de esporas en la miel.

Este estudio se realizd utilizando colmenas tratadas con dosis 5X10'° conidias por
colmena del aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae durante el periodo de septiembre a
noviembre de 2006, (Informe FIA N°4). Desde cada colmena tratada, se colectd un
kilo de miel, que fue llevado al laboratorio de INIA Quilamapu.

A partir de cada muestra se extrajo 1 gr de miel que fue diluido en 10 mL de agua
destilada estéril y agitado por 20 minutos en agitador mecanico. Desde cada porcién
se colectd 1 mL que fue llevado a la camara de recuento de Neubahuer para
determinar la cantidad de esporas por gramo de miel. A su vez, 0.1 mL de cada
muestra fue rayado sobre placas de Petri con agar Saboraud, e incubado a 25°C y
oscuridad por aproximadamente 7 dias. Las colonias desarrolladas fueron identificadas
y contabilizadas para determinar las unidades formadoras de colonia por gr. de miel.

Por otra parte, muestras de 200 gr de miel de cada colmena tratada con conidias de
hongo en dosis de 10! conidias por colmena y sin tratar fueron enviadas al laboratorio
de microbiologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral para
andlisis microbioldgico y deteccion del hongo aplicado.

2.20 Desarrollo Protocolo de Produccion Bioacaricida MIP AGRO.

La empresa MIP AGRO cambio su linea productiva por lo que no realizara el
escalamiento para masificacién y comercializacion del bioacaricida. La empresa
BIOGRAM esta interesada en la masificacion y produccion de este bioacaricida.



FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

2.21 Dia de campo y Capacitacion para el uso del bioacaricida.

Se realizaron dos dias de campo para difundir los resultados obtenidos en el proyecto
y capacitar a los apicultores en la aplicacion del acaricida

El 10 de noviembre de 2008, se realizé un dia de campo con 40 apicultores de Yumbel
pertenecientes a la agrupacion Getsemani. Esta actividad se llevo a cabo en el apiario
perteneciente al apicultor Sr. Claudio Gutiérrez donde se mostré los resultados
obtenidos en el proyecto y se realizo una demostracion de aplicaciéon del hongo en
colmenas.

Luego el 13 de noviembre de 2008, se realizo otra actividad en el Fundo La Leonera,
Guariligue, a la cual estuvieron invitados 50 apicultores y que fue organizada por CEGE
Coelemu e INIA Quilamapu.

Actividades de difusion.

Los resultados parciales de cada actividad fueron presentados en informes de avance.
También se realizaron actividades de difusion para pequefios y grandes apicultores
consistentes en charlas, seminarios y participacién en ferias y dias de campo. Ademas,
se presentaron los resultados parciales de las actividades realizadas en seminarios
cientificos y congresos de entomologia y de apicultura.

Los datos obtenidos han sido publicados en revistas divulgativas y cientificas.

Otro aspecto importante fue la elaboracion de tres tesis de grado.

3. Actividades del Proyecto:

e Carta Gantt o cuadro de actividades comparativos entre la programacién
planteada en la propuesta original y la real.
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Carta Gantt de la programacion de actividades planteada en la propuesta
original.
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Carta Gantt de la programacion de actividades realizadas.
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Razones que explican las discrepancias entre las actividades programadas y
las efectivamente realizadas.

Prueba de pulverizaciones en polvo en panales:

Parte de estas pruebas estaban programadas para el segundo y tercer trimestre del
afio 2008. Sin embargo, debido a que en el desarrollo del proyecto se determiné que
estas épocas no son las mas apropiadas para el uso del hongo se postergo para inicio
de primavera y verano.

Prueba de trampas de esporas en el piso y entre marcos:

Esta actividad se postergo por las mismas razones explicadas en el punto anterior pero
ademas se considero que la falta de actividad de las abejas en el periodo invernal
pueden influir en la efectividad del hongo sobre el control del acaro.

Aplicacion de suspension de esporas:
Esta actividad se realizé en enero de 2008, concluyéndose su descarte como método
de aplicacion de las conidias debido a la poca efectividad lograda (Punto 4.17).

Evaluacion de viabilidad de esporas en abejas:

Esta actividad se ejecuto en el periodo comprendido entre octubre a diciembre de
2007 y se extendid por todo el verano de 2008. Durante el segundo y tercer trimestre
no se evalud por la poca actividad de las abejas en este periodo.

Dia de campo:

Los dias de campo se postergaron para el cuarto trimestre de 2008, por que se
programaron con el CEGE Coelemu y el CADE de Yumbel. La finalidad de postergar
esta actividad era para presentar resultados aplicables en terreno y aptos para los
apicultores.

Capacitacion para el uso del bioacaricida.

Uno de los objetivos del Dia de campo realizado con los apicultores pertenecientes al
CADE de Yumbel era capacitarlos en el uso de el bioacaricida razén por la cual se
retraso esta actividad para el periodo informado.
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4. Resultados del Proyecto:
4.1 Establecimiento de las colmenas para el trabajo con Varroa.

En general, para todos los afios el periodo en el que se presentaron mayores
problemas fue en otofio debido a la disminucién de la poblacién de algunas familias
por lo que se debid alimentar frecuentemente.

Los principales problemas se presentaron por la infestacion de colmenas con varroa y
Nosema apis. El control de Varroa destructor se inicio en febrero con la aplicacion de
acaricidas quimicos como Vaybarol ® y Amivar (Amitraz en tiras) los que se fueron
rotando para evitar resistencia. Este tratamiento se complemento con acido oxalico y
acido férmico para el control de &caros en primavera.

Para el control de nosemosis, se agrego la aplicacion de jarabe a base de &cido
oxalico. El periodo mas critico durante la realizacion del proyecto fue durante el
invierno de 2007 en el cual las bajas temperaturas diezmaron la poblacién de abejas y
aumentaron la mortalidad de colmenas, por lo que se debidé adquirir nuevas familias
para poder cumplir con las actividades pendientes del proyecto.

Actualmente, el apiario cuenta con 79 colmenas, las que en general presentan buena
condicién sanitaria y nutricional.

4.2 Colecta de Varroa desde terreno.

Las colectas realizadas en colmenares productivos y comerciales permitieron contar
con niveles de infestacion de varroa necesarios para realizar los diferentes ensayos.

4.3 Mantencion colonia de Varroa.

Las revisiones frecuentes y el reforzamiento de las colmenas permitieron mantener la
crianza de varroa aunque, en algunos casos la poblacion de acaros aumento a niveles
criticos poniendo en riesgo la sobrevivencia de las colmenas.

4.4 Incremento de Varroa en colmenas de produccion.

El trasvasije de panales desde colmenas infestadas permitié aumentar la poblacién de
acaros a niveles criticos. El periodo de mayor crecimiento de la poblacion de acaros se
produjo en primavera lo que puede estar asociado al aumento progresivo de la colonia
de abejas. Es asi, que al registrar la caida de acaros por muerte natural durante un
periodo de cuatro meses, se observo que niveles cercanos a un 14% de infestacion
significa una poblacién minima de Varroa de 4500 individuos. En la Figura 1 se
observa un aumento en la caida de acaros a partir de mediados de septiembre, lo cual
coincide con los porcentajes de infestacion obtenidos en igual fecha.
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Figura 1. Mortalidad acumulada de &caros a través del tiempo en colmenas infestadas por

Varroa destructor. Las flechas indican fechas de muestreos para estimar el grado de
infestacion de Varroa destructor en abejas.

4.5 Evaluacion de sobre vivencia de Varroa en laboratorio sobre diferentes
substratos.

Se determino que el mejor método de mantencion de acaros es utilizando pupas de
zanganos en estado de “ojos blancos”. Este material se obtiene retirando
cuidadosamente las pupas y traspasandolas a tubos plasticos de 1mL previamente
esterilizados y tapados con algoddn hidrdfilo. Las condiciones ambientales de
incubacién fueron en oscuridad y a temperatura ambiente de 25 a 30°C. Otro factor
importante es la limpieza del material y de la sala de incubacién a utilizar ya que, las
pupas son muy susceptibles a enfermedades bacterianas y fungosas.

Este método permitid realizar los ensayos de patogenicidad para seleccion de
aislamiento y estudios de concentracion y tiempo letal.

4.6 Evaluacion de patogenicidad de aislaciones de Beauveria sobre adultos
de varroa.

Se registrd diferentes grados de mortalidad de acaros con los aislamientos de B.
bassiana pero estos no superaron el 30% de esporulacién sobre los cadaveres (P =
0,0034) (Figura 2).

La capacidad de esporulacién del hongo sobre su hospedero es fundamental para la
diseminacion de la enfermedad en condiciones de campo, esto permite reinfestaciones
a partir de insectos parasitados.

Existen discrepancias con lo esperado: De acuerdo a esto y a los resultados obtenidos
no se selecciono ninguno de ellos para control del acaro.
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Figura 2. Mortalidad de Varroa destructor con diferentes aislamientos de Beauveria bassiana

(Qu-B..).

4.7 Evaluacion de patogenicidad de aislaciones de Metarhizium sobre
adultos de varroa.

De los 53 aislamientos de M. anisopliae, 46 presentaron algln grado de mortalidad en
adultos de varroa. Solamente los aislamientos Qu-M326, Qu-M436, Qu-M489a y Qu-
M845 lograron los més altos porcentajes de esporulacion (76, 77, 83 y 85%
respectivamente), sequido de Qu-M597, Qu-M559, Qu-M608 y Qu-M532 con 73, 70,
66,7 y 62,5 % respectivamente (P = 0,0033) (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidad de Varroa destructor con diferentes aislamientos de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae (Qu-M..).

Las diferencias en los grados de virulencia de cepas pertenecientes a una misma
especie de hongo, se pueden deber a las variaciones genéticas dadas por la
especializacion hacia un determinado hospedero y por la distribucion geogréfica de las
cepas (Alves, 1998 y Coates ef al, 2002). En este caso, los aislamientos utilizados
provienen de muestras de suelo de diferentes origenes geograficos y que fueron
colectados utilizando Galleria mellonella L (Lepidoptera: Pyrellidae) como insecto cebo
(Goettel e Inglis, 1997) (Cuadro 2).

También, se observo un periodo de mortalidad de acaros de 4 a 7 dias. Meikle et al,
(2006) reporto un tiempo de muerte de acaros entre 5 a 10 dias con B. bassianay 4 a
7 dias con M. anisopliae, utilizando la misma concentracion de esporas empleadas en
este estudio, mientras que Shaw et al. (2002) reportaron valores de 2 a 3 dias usando
una concentracién de 10® conidias mL™ y la inmersién de acaros en esta suspension
como método de aplicacidn, lo cual puede producir una mayor efectividad del hongo.
Un aspecto importante observado en este estudio es que las pupas de los zanganos
sobre los cuales se mantuvieron las varroas inoculadas con los aislamientos Qu-M326
y Qu-M436 manifestaron sintomas de enfermedad por Metarhizium, posiblemente por
la transmision de conidias desde las varroas enfermas. Debido a lo anterior y para
evitar epizootias en las colmenas causadas por estos aislamientos su uso para pruebas
posteriores fue descartado.

4.8 Evaluacion de causas de muerte de varroa en camaras humedas.
Los acaros muertos por los tratamientos con HEP se incubaron en camaras humedas y

presentaron sintomas de micosis por el hongo inoculado, lo que quedd demostrado
por la presencia de micelio y esporas entre las articulaciones de las patas y el




abdomen, el tratamiento control asi como la mayoria de los individuos tratados con los
diferentes aislamientos de ambas especies no presentaron sintomatologia.

4.9 Estudio de dosis letal de aislaciones de Metarhizium.

El aislamiento Qu-M489 de M. anisopliae mostré el mayor porcentaje de mortalidad
de varroas (42%) el dia 8 post inoculacién, con la concentracién de 10® conidias mL"
! este grado de mortalidad se mantuvo hasta el final del ensayo y su curva de
mortalidad a través del tiempo no fue diferente (P = 0,002) a la producida a
concentracién de 10°, 10° y 107conidias mL™, con la que se alcanzé un 40% de
mortalidad. No se observo mortalidad del testigo por el hongo (Figura 4). De
acuerdo a los resultados obtenidos y la baja mortalidad alcanzada por este
aislamiento no se realizo el cdlculo de CL50 y 90 por lo que su uso para ensayos de
terreno queda descartado.
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* Letras distintas al final de cada curva indican diferencias estadisticas entre el area de la curva del
progreso de la mortalidad, de acuerdo al test de Tukey (P < 0,05).

Figura 4. Mortalidad de Varroa destructor, inoculadas con distintas concentraciones del
aislamiento Qu-M489 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

El aislamiento Qu-M845 en tanto, produjo un 98% de mortalidad de varroas el dia 7
post inoculacién, con la concentracién de 10® conidias mL™. El tratamiento de 10’
conidias mL produjo un 72% de mortalidad, valor diferente al anterior (p<0,05). Las
concentraciones de 10° y 10° conidias mL™, fueron similares entre si con mortalidades
de 46 y 48% de varroas, respectivamente (p < 0,05). (Figura 5a). A partir de la
férmula de la ecuacién de la recta se obtuvo una CL50 y CL90, de 1 x 10%°y 1 x 107
conidias mL™, respectivamente (Figura 5b).

Kanga et al. (2002) obtuvieron una CL90 para V. destructor de 1,37 x 10° conidias mL"
! de un aislamiento de M. anisopliae el dia 7 post inoculacién, la cual fue més alta que
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la obtenida en este ensayo. Para otras especies de acaros como Tetraf;ychus evans,
Wekesa et al. (2005) sefialan una concentracion letal entre 0,7 x 107 y 2,3 x 10’
conidias mL? para lograr el 50% de mortalidad con diversos aislamientos de M.
anisopliae, valores que nuevamente son mas altos que los encontrados en nuestros

ensayos.
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Figura 5. A) Mortalidad de Varroa destructor inoculada con diferentes concentraciones del
aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. B) Regresion Probit para la
mortalidad de V. destructor inoculada con distintas concentraciones del aislamiento Qu-M845

de M. anisopliae var. anisopliae.




4.10 Determinacion tiempo letal con aislaciones de Metarhizium.

El tiempo letal para matar el 50% de la poblacién (TL50) se calculd con la
concentracién de 1 x 107, valor que correspondid al més cercano del célculo de la
CL90. Los resultados indicaron un TL50 de 1,72 dias. Meikle et &. (2006) observaron
un tiempo letal para varroa de 4 a 7 dias utilizando una dosis de 107 conidias mL™ de
M. anisopliae con una técnica de inoculacién y mantencion de los écaros similar a la
descrita. Estos valores resultaron menores a los encontrados por otros autores.
Chandler et al, (2000), sefalan que la muerte por hongos entomopatdgenos ocurre
generalmente en el plazo de tres a diez dias después de la infeccidn, la que es
producida por pérdida de agua, privaciéon de nutrientes, dafio mecanico y accién de
toxinas.

4.11 Crianza de abejas fuera de la colmena.

No se observo una mortalidad significativa de abejas mantenidas en estas condiciones
por lo que los panales se pudieron mantener vivos por un periodo de 36 dias. El
problema mas frecuente fue la aparicion de nosemosis lo que causé diarreas y
mortalidad de abejas en pequefias cantidades.

También se observé un aumento en el tamafio de los panales de cera gracias al
suministro de miel para la alimentacién de las abejas.

Solo las crias sacadas de la colmena en estado de cria tapada completaron su
desarrollo las mas nuevas en tanto, murieron.

En los panales con reinas no fecundadas no se observo postura de huevos de
zanganos. Las pequefias colmenas se mantuvieron vivas logrando un periodo de
sobrevivencia de 45 dias alimentadas con miel y agua, mantenidas en oscuridad y con
temperaturas de 25 a 30°C.

4.12 Evaluacion de patogenicidad de  aislaciones seleccionadas de
Metarhizium sobre abejas.

Ensayo de laboratorio.

Para la mortalidad de los tratamientos a un mismo periodo de tiempo se utilizé el test
de Kruskal-Wallis, con un nivel de significancia menor a 0,05 evaluados en tres
periodos: dia 4, 10 y 16 después de iniciado el ensayo. Los resultados obtenidos se
presentan en el cuadro N°3.
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Cuadro N°3. Porcentaje de mortalidad de los tratamientos a un mismo periodo de
tiempo.

DIAS
Tratamientos (% de Mortalidad)
(conidias mL™?)
4 10 16
0 Ob 0d 0d
10° 0b 0d 0,6 d
107 0b 28¢ 3¢
10° 0b 10,6 b 11,2 b
10° 32a 32,2a 34,4 a

De acuerdo al cuadro N°3, se puede observar que el porcentaje de mortalidad, se
incrementa a través del tiempo y con el aumento de la concentracién de conidias.

Desde el inicio del ensayo hasta el dia 3, no se presentaron diferencias significativas
entre la mortalidad producida por las distintas concentraciones.

A partir del 4° dia se observaron diferencias significativas de mortalidad entre el
tratamiento de 10° conidias mL™, y el resto de las concentraciones.

A partir del dia 10, la mortalidad a concentraciones de 108 y 10° conidias mL™? son
significativamente mayores que el esto de los tratamientos lo cual se mantiene hasta
el dia 16.

Los resultados obtenidos indican que a pesar de que se registré un 34% de mortalidad
de abejas con una alta concentracion del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium
anisopliae, en las condiciones del presente ensayo, esta puede ser considerada baja.
En efecto, la mortalidad obtenida con los diferentes tratamientos fue reducida lo cual
no permitié calcular la CL50 y CL90.

Por otro lado se debe destacar que las abejas evaluadas se encuentran aisladas de su
ecosistema natural y de su poblacién lo cual puede redundar en una condicién de
stress que a su vez favorece el desarrollo de patologias. En efecto, Coppa (2006),
define a una colonia como una organizacién perfecta adaptada para cubrir todos los
requerimientos que le permiten sobrevivir, producir reservas de alimento,
reproducirse, conservar la especie y difundirse geograficamente, en donde cada
miembro de la colonia realiza una actividad sumamente especializada. Formando parte
de un sistema en donde cada elemento interactla tan estrechamente unos con otros
que resultan inter-independiente.

Glifiski y Buczed (2003), mencionan a la expulsién de las abejas muertas o enfermas
de la colonia como factor de gran importancia para la mantencion de la misma, lo que
se conoce como comportamiento higiénico.




GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

De igual forma, Pajuelo (2007), hace mencién a los mecanismos de defensa de la
colonia, los cuales se dividen en dos grandes grupos: mecanismos de resistencia de la
abeja y mecanismo de resistencia de la colmena.

Los mecanismos de resistencia de la abeja se encuentran agrupados en barreras ya
sea cuticulares, como es el caso del exoesqueleto, y barreras intestinales donde se
destaca la membrana peritrofica, la cual recubre el canal alimentario desde la boca
hasta el ano. Ademas de las barreras se encuentran las reacciones celulares y la
defensa hemolinfatica. En tanto que los mecanismos de la colmena se halla la correcta
incubacién de la cria y el comportamiento higiénico.

Mortalidad por tratamientos
La evaluacion se hizo desde el dia 1 al dia 17, considerando las distintas
concentraciones. Los resultados que se obtuvieron son los siguientes:
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*Letras distintas indican que existe diferencia estadistica significativa segin el test de Friedman
(P<0.05).

Figura 6. Mortalidad a través del tiempo de Apis mellifera tratadas con cinco concentraciones
de Metarhizium anisopliae, aislamiento Qu-M845.

Del grafico se desglosa que la mortalidad de abejas a través del tiempo para las
distintas concentraciones evaluadas presento diferencias estadisticas significativas.
Desde el inicio del ensayo hasta el dia 3 no se observd mortalidad en la totalidad de
los tratamientos. Sin embargo, a contar del 4° dia se presento mortalidad en el
tratamiento 10° conidias mL™, no obstante, el mayor porcentaje se produjo entre los
dias 8 y 9, para luego continuar con un aumento diario de 0,2% aproximadamente
hasta el final del ensayo.
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A partir de estos resultados se puede afirmar que el aislamiento Qu-M845 de M.
anisopliae no produce mortalidad significativa de abejas a concentraciones de 10°, 107,
10® conidias mL™* (P < 0.01), pero si a concentracién de 10° conidias mL™. Sin
embargo, se debe considerar que estos resultados pueden estar influenciados por la
via de administracion del hongo la cual fue por ingestion y por las condiciones en las
que permanecieron las abejas.

Ensayo de terreno.
Efecto del Método de aplicacién

Al comparar los datos obtenidos se aprecia que no hay diferencia significativa en la
actividad de pecoreo entre los tratamientos testigo, acido formico y pulverizacion de
conidias los cuales ademas fueron diferentes estadisticamente a la actividad registrada
en las colmenas tratadas con la aplicacién de hongo por medio de tiras de papel
engomado con goma arabiga (Figura 7).

Se puede observar que este tratamiento presento menor trafico de abejas desde y
hacia la colmena lo cual puede explicarse por que al encontrar un agente extrafo, en
este caso papeles con conidias, las abejas dedicaron los primeros dias a la eliminacién
de estos desde el interior, lo que disminuyo el tiempo dedicado para otras actividades,
como limpieza, cuidado de larvas, produccién de cera, fabricacion de celdillas,
pecoreo, etc. Al pasar el tiempo se observo restos de papeles entre los cuadros
maviles y en el piso de la colmena sin la presencia de conidias sobre ellos lo que indica
la limpieza del material ejercida por las abejas.

l 900 ] —+— Ac formico
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| 800 - —— Pulverizacion de conidias |
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*|etras distintas en la columna indican diferencia estadistica significativa. Prueba de LSD (P<0.005).

Figura 7. Trafico de abejas en la piquera de colmenas tratadas con acido formico y diferentes
métodos de aplicacién de conidias del aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae.

Al final del periodo de evaluacion se observa una reduccion en el tréfico de abejas en
todos los tratamientos lo cual puede explicarse por una disminucién de la temperatura
ambiental.



En efecto, el comportamiento de las abejas esta regulado por factores de clima,
particularmente por la temperatura. A temperatura inferior a 10°C, los musculos de las
alas quedan inactivos y el vuelo es imposible. Cuando la temperatura exterior sube, la
abeja se muestra activa y empieza a volar. A temperaturas que exceden de 15°C hay
una actividad considerable en la colmena, a 30°C comienza la puesta de huevos y a
350C se activa la construccién de panales y la secrecion de cera.

Las abejas mismas regulan la temperatura interna de la colmena pero, el ascenso y
descenso de su multiplicacion asi como la actividad de pecoreo sigue paralelamente
los cambios de las temperaturas en la temporada.

En ensayos resientes, se ha evaluado el impacto que tiene la aplicacion de Beauveria
bassiana en el desarrollo y salud de la colmena (Meikle et a/, 2008) y sostienen que no
han encontrado efectos negativos, considerando crecimientos moderados en la
poblacion de la colonia, peso de abejas adultas, superficie de celdas operculadas vy la
sobrevivencia de la colonia. Lo que coincide con Kanga et a/, (2005), que indica que
los tratamientos con esporas de Metarhizium anisopliae no dafia el crecimiento de las
crias ni a las abejas jovenes y tampoco impide el desarrollo de la colonia ni el tamafio
de la poblacidn.

En este estudio se observa que no hay diferencias en el peso de las colmenas con los
diferentes tratamientos antes y después de realizado el ensayo (Figura 8). Al final de
la evaluacion se aprecia una reduccion en el peso de todas las colmenas, lo cual puede
estar asociado a la disminucién de flora melifera y a la utilizacién de reservas
nutricionales de la colonia.
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Figura 8. Peso de colmenas antes y después de tratadas con diferentes métodos de
aplicacion del aislamiento Qu-M845 y acido formico.

4.13 Incubacion de abejas muertas en camara hiumeda.

En los diferentes ensayos se considero como mortalidad de abejas solo la producida
por hongo y que es manifestada por la esporulacion sobre los cadaveres. Los
resultados se presentan de acuerdo a los estudios realizados en cada actividad.

4.14 Establecimiento de apiario para ensayo y aplicacion de Metarhizium en
colmenas.

Evaluacion de métodos de aplicacion

Después de las aplicaciones, los tratamientos con hongos presentaron una infestacion
de V. destructor significativamente diferente y menor en comparacién con el testigo,
El tratamiento de espolvoreo de conidias sobre los panales presentd una disminucion
de 67% en el porcentaje de abejas infestadas, en relacion a la poblacién de los acaros
en el testigo (Figura 9). Respecto a la variacion de las poblaciones (Pf/Pi), el testigo
aumentd en 2,4 veces la poblacién inicial, los tratamientos conidias estampadas y
dispensadores de conidias mantuvieron una relacion cercana a 1, lo que indica que al
menos la poblacién de varroa no crecié. Por Ultimo, el tratamiento de espolvoreo de
conidias disminuyd en 0,21 veces la poblacion inicial de varroa.
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La mortalidad acumulada de acaros durante este periodo mostré resultados similares
al aplicar las conidias en forma directa sobre y entre los panales y las conidias
adheridas en papel filtro, pero fueron estadisticamente diferentes a los resultados
obtenidos con los otros tratamientos (p= 0,0093) (Figura 10). A pesar de estos
resultados, no se obtuvo un nivel de infestacion igual o inferior al 3%, que es el
recomendado como tolerable dentro de la colmena (Neira et al, 2004), sin embargo
estos resultados fueron obtenidos a los 21 dias, con lo que se podria esperar que
sigan bajando a medida que el inéculo de Metarhizium logre multiplicarse en las
varroas muertas.

Kanga et al. (2006) obtuvieron resultados similares al evaluar tiras plasticas revestidas
con esporas de M. anisopliae para controlar V. destructor en colonias de abejas en
otofio.
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Figura 9. Nivel de infestacion por Varroa destructor en colmenas antes y después de ser
tratadas con el aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.
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Figura 10. Mortalidad acumulada de Varroa destructor a través del tiempo
diferentes métodos de aplicacion del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae.

Al evaluar la mortalidad acumulada de abejas para cada tratamiento, se observaron
diferencias en la caida de abejas a través del tiempo, las colmenas en las cuales se
aplicaron conidias sobre y entre los panales tuvieron mayor mortalidad de abejas que
el resto de los tratamientos; los que ademas fueron similares (p< 0,05) a las colmenas
testigo (Figura 11). De un total de 154 abejas muertas en las colmenas tratadas con
conidias espolvoreadas sobre los panales un 35% mostré micosis. Si bien existen
reportes de que M. anisopliae puede infectar A. mellifera en ensayos de laboratorio,
hasta el momento no se ha reportado causando epizootias entre las abejas (Chandler
et al., 2001).

En las colmenas testigo en promedio se registraron 71 abejas muertas, pero sélo un
1,5% presentd parasitismo por Metarhizium. Lo anterior puede ser explicado por el
transporte por viento de conidias al momento de la aplicacion, por zanganos que
pueden llevar la conidia de una colmena a otra o por la deriva de abejas entre las
colmenas (Kanga et al, 2003) y también por la cercania entre los tratamientos. En
efecto, Meikle et a/. (2007) encontraron que el porcentaje de varroas infectadas con 5.
bassiana también se incrementd en el control, sugiriendo un movimiento de conidias
probablemente por la deriva de abejas. Kanga et al (2003) indican que las conidias
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pueden ser facilmente aplicadas en un apiario, un factor que puede ser beneficioso
para los apicultores. De acuerdo a esto y a los resultados obtenidos, se concluye que
el método mas efectivo de aplicacion es la pulverizacion de conidias sobre los panales.
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Figura 11. Mortalidad acumulada de abejas a través del tiempo con diferentes métodos de
aplicacién del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Evaluacion de primavera

Al evaluar el efecto del hongo sobre las colmenas en primavera, se observaron
diferencias significativas entre las colmenas tratadas con el aislamiento Qu-M845 vy las
colmenas testigo (Figura 12). La curva de mortalidad de acaros a través del tiempo se
ajustaron a una sigmoidea para ambas fechas de evaluacion, En las dos fechas las
colmenas tratadas con hongos produjeron una mayor caida de acaros (p<0,05) para
primera y segunda fecha de observacion). (Figura 12 Ay B).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Meikle et al (2007), quienes
observaron un incremento en el porcentaje de acaros infectados en colmenas tratadas
con un aislamiento de B. bassiana.
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Figura 12. Mortalidad acumulada de Varroa destructor a través del tiempo en colmenas
tratadas con el aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. A) Aplicado el
5, 8, 12 y 16 de septiembre. B) Aplicado el 19, 23, 27 y 31 de octubre.

No se observaron diferencias significativas en la mortalidad de abejas entre los
tratamientos para ambas fechas de aplicacion (septiembre y octubre) (P < 0,05).
Tampoco se observaron sintomas de micosis en las abejas colectadas, descartando
mortalidad por hongo (Figura 13).
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La carencia de toxicidad de M. anisgpliae para otros animales, incluidos los mamiferos,
ademas de los resultados obtenidos, indica que esta especie es una alternativa
promisoria para el control biolégico de varroa.
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Figura 13. Mortalidad acumulada de abejas a través del tiempo en colmenas tratadas con el
aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. A) Aplicado el 5, 8, 12 y 16 de
septiembre. B) Aplicado el 19, 23, 27 y 31 de octubre.



4.15 Prueba de pulverizaciones en polvo en panales.
1. Estudio en terreno de dosis del aislamiento Qu-M845.

Al evaluar la mortalidad acumulada de Varroa para cada tratamiento, se observaron
diferencias en la caida de acaros obtenida en las colmenas tratadas con Bayvarol® y
en las tratadas con conidias sobre y entre los panales, entre las cuales ademas, se
registro diferencias estadisticas entre la dosis de 5x10'° conidias por colmena y el
resto de los tratamientos (P = 0.0093) (Figura 14).

El tiempo de evaluacion de este ensayo abarcé 33 dias, periodo en el cual se observé
un 54% mas de mortalidad acumulada de acaros con el tratamiento Bayvarol® que
con la dosis de 5x10'° conidias por colmena. Al mismo tiempo, en este tratamiento
(5x10* conidias por colmena), se registré un 29% mas de caida de dcaros que con la
dosis de 10 conidias por colmena, lo cual indica que no hay un aumento proporcional
con respecto a la dosis.
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*etras distintas muestran diferencias estadisticas segln prueba t de Student (P<0.05).

Figura 14. Mortalidad acumulada de Varroa destructor durante 33 dias, en colmenas tratadas
con el acaricida quimico Bayvarol® y tratadas con diferentes dosis del aislamiento Qu-M845
de Metarhizium anisopliae.

Al evaluar la mortalidad de abejas no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos (P < 0,05). Sin embargo, se observd que a dosis superiores a 5x10*°
conidias por colmena se produce una reduccion de los nidos de cria y en algunos
casos abandono de la colmena, sintomas similares a los producidos con la aplicacion
de acidos organicos.

A pesar de lo anterior, no se detect6 sintomas de micosis en las crias o en las abejas
colectadas descartando con ello, la mortalidad por hongo (Figura 15).
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Figura 15. Mortalidad acumulada de Apis mellifera durante 33 dias, en colmenas tratadas
con el acaricida quimico Bayvarol® vy tratadas con diferentes dosis del aislamiento Qu-M845
de Metarhizium anisopliae.

De acuerdo a los resultados, se puede considerar que aplicaciones de alta
concentracién de conidias en un periodo posterior a la cosecha de miel producen
perturbacion en las actividades de la colonia y abandono del nido.

2. Aplicacion de verano.

Se observo diferencias estadisticas entre las colmenas testigo y aquellas tratadas con
Timol puro y con el aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae, entre las cuales no hubo
diferencias (P < 0.05). Ambos tratamientos presentaron un 46 y 35%
respectivamente, mas de caida de acaros que en el testigo.

Al evaluar el nivel de infestacion de cada tratamiento, se observd una disminucion en
las colmenas tratadas con hongo y Timol en tanto, que aquellas no tratadas
presentaron un aumento del 50%.
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Figura 16. Mortalidad acumulada de V. destructor a través del tiempo con la aplicacion del
aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Al evaluar la mortalidad acumulada de abejas para cada tratamiento, se observaron
diferencias en la caida de abejas obtenida en las colmenas en las cuales se aplico
Timol y en las tratadas con conidias, la cual ademas fue similar estadisticamente a las
colmenas testigo (Figura 17). Un total de 101 abejas muertas obtenidas en las
colmenas tratadas con conidias fueron examinadas para detectar mortalidad por
hongo pero, no se registré micosis.

La mortalidad observada se puede explicar por utilizacién de la malla metalica lo que
hace que muchas abejas queden atrapadas en el piso de la colmena.
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Figura 17. Mortalidad acumulada de abejas a través del tiempo con la aplicacion del
aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

4.16 Prueba de trampas de esporas en el piso y entre marcos.
1. Estudio Dispensador (Piquera).

Se observd un aumento en la caida de acaros en colmenas tratadas con conidias
aplicadas a través del dispensador. Este aumento se produjo a partir del dia siete y se
mantuvo hasta el dia 26 pos aplicacién. Sin embargo, no se detectd diferencias
estadisticas en la mortalidad acumulada a través del tiempo entre los dos tratamientos
(p<0,05).
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Figura 18. Mortalidad acumulada de Varroa destructor a través del tiempo en colmenas
tratadas con dispensador de conidias del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae.

Al evaluar la infestacion un mes después, se observa un aumento de 3% en la
infestacion por Varroa en las colmenas sin tratar en tanto, que las colmenas en las
cuales se aplicd el dispensador de conidias mantuvieron su nivel inicial de infestacion
que fue de 0,74%.
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Figura 19. Infestacion inicial y final de colmenas tratadas con dispensador de conidias del
aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

2. Ensayo Aplicacion de tiras de papel con conidias estampadas.

Los porcentajes de eficacia entre los distintos tratamientos variaron desde 55,61% con
el tratamiento de 10*° conidias por colmena hasta 79,72% con acido férmico. A pesar
de lo anterior, no se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos (Figura
20). Sin embargo, al examinar los niveles de infestacion inicial y final, los resultados
muestran diferencias entre ellos y una evidente disminucion en la infestacion en las
colmenas tratadas con acido férmico y con 5x10* conidias por colmena los cuales
presentaron una infestacion final de 3.3 y 2,8 % respectivamente (Figura 21).
También, se puede observar que la infestacién final de las colmenas tratadas con
concentraciones 10*° y 5x10' fueron comparativamente mayores con respecto a la
infestacion inicial, comportandose de la misma forma que el testigo, en el cual la
infestacion aumento en promedio a un 8%.
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Figura 20. Eficacia en el control de Varroa destructor de diferentes concentraciones del
aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae.
Acaros muertos promedio por tratamientos aplicados y corregidos segin Henderson y Tilton.
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Figura 21. Comparacion de los porcentajes de los niveles de la diferencia entre infestacion
inicial y final entre cada uno de los tratamientos.

4.17 Aplicacion de suspension de esporas.

No se observd mortalidad significativa de acaros con las diferentes concentraciones de
conidias aplicadas sobre las abejas, siendo los resultados similares a los encontrados
en el testigo. Una de los factores que quizas podrian explicar estos resultados es que
la baja cantidad de agua utilizada produjo una mala distribucién de inoculo al interior
de la colmena y por ende un control poco efectivo, ademdas el agua escurre
rapidamente en los panales. En ensayos previos se habia utilizado un mayor volumen
de agua (200 mL) pero esto produjo exceso de humedad en la colmena y perturbacion
en las abejas.

Debido a lo anterior por el momento se descarta la aplicacién de conidias por esta via.
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Figura 22. Mortalidad acumulada de Varroa destructor a través del tiempo en colmenas
tratadas con distintas concentraciones de conidias del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae.

4.18 Evaluacion de viabilidad de esporas en abejas.

Para esta evaluacién se utilizaron muestras de abejas colectadas desde colmenas
pulverizadas con una dosis de 5x10*° conidias. No se detecté esporas al evaluar el
nimero de conidias sobre el cuerpo de las abejas a partir del dia 1 después de
tratadas.

Al estudiar el desarrollo de colonias en medio de cultivo de suspensiones obtenidas a
partir del lavado de las abejas, no se observd presencia de colonias de Metarhizium
pero, si de bacterias.

Estos resultados pueden ser explicados si se considera que la conducta higiénica de
las abejas produce una eliminacion rapida del inoculo. De acuerdo a lo anterior, es
importante destacar que una baja persistencia de las conidias en el ambiente
redundara, en aplicaciones mds seguidas del producto para lograr un control eficaz.

4.19 Evaluacion de residuos de esporas en la miel.
La aplicacién de una dosis de 5x10'° conidias por colmena, mediante espolvoreo,

realizada el 1° y 16 de septiembre y el 16 y 31 de octubre produjo una concentracion
de 6250 conidias de Metarhizium por kilo de miel (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentracion de conidias del aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae en
miel colectada desde colmenas tratadas.

Repeticion Conidias Kg ™ de miel
1 7500
2 7500
3 7500
4 2500
5 6250
Promedio 6250

Sin embargo, al evaluar las unidades formadoras de colonia sobre agar Saboroud, no
se detecté germinacidn o desarrollo de colonias de Metarhizium.

En tanto que si se aprecié crecimiento de levaduras y hongos sobre el medio (Foto
13).

Foto 13. Cultivo de solucion de miel cosechada desde colmenas tratadas con el aislamiento
Qu-M845 de M. anisopliae.

Los resultados de las muestras de miel enviadas al laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la UACH, sefalan la ausencia de colonias de
Metarhizium lo que indicaria una rapida eliminacion de inoculo desde la colmena, por
lo que se descarta contaminacién del producto por el hongo aplicado.
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4.20 Desarrollo Protocolo de Produccion Bioacaricida.

Se realizd un a capacitacién para la produccion de hongos entomopatégenos a la
empresa BIOGRAM.

4.21 Dia de campo y Capacitacion para el uso del bioacaricida.

En ambas actividades participaron un total de 60 apicultores quienes se mostraron
muy interesados en los resultados obtenidos del proyecto y fueron efectivamente
capacitados en la aplicacién del hongo.

Ademas se realizd un taller de produccion de microorganismos en dependencias del
Centro de produccidn masiva de hongos entomopatdgenos de INIA Quilamapu al cual
asistieron 21 personas entre profesionales, y agricultores.




. GOBIERNO DE CHILE
FLINLD. I'ARA LA
INNOVACION AGRARIA

Cuadro comparativo de los resultados esperados en la propuesta de
proyecto y los alcanzados finalmente.

Obj. . Resultado | Resultado
E:g Resultado Indicador Esperado Final
1 Aislamientos de NO de aislamientos 3 0
Beauveria, mas
patogénicos a Varroa
1 Aislamientos de N© de aislamientos 3 4
Metarhizium mas
patogénicos a Varroa
1 Dosis letal de N© de conidias/mL N/A N/A
aislamientos mas
patogénicos a Varroa
1 Tiempo letal de Dias N/A N/A
aislamientos mas
patogénicos a Varroa
2 Aislamientos inocuos a Mortalidad de <5% 0%
abejas abejas
3 Formulacion bioacaricida NO de 2 3
Formulaciones
3 Dosis optima de N° de N/A 5X 10
aplicacion de HEP sobre | conidias/colmena
las colmenas
3 Momento de aplicacidon | % de infestacion de 1% Variable por
del biopesticida en la abejas con Varroa estacion
temporada (0,4 - 4%)
3 Aplicaciones en la N° aplicaciones N/A 3
temporada
3 Nivel de Control de % de Reduccion de >95% 75%
Varroa dentro de la la poblacién
colmena
3 Reinfestacién natural de % de acaros N/A N/A
Varroa dentro de la parasitados
colmena
3 Calidad de la miel Esporas/gramo de 0 0
miel
4 Desarrollo de protocolo | Escalamiento MIP N/A Escalamiento
de produccién AGRO BIOGRAM
bioacaricida MIP AGRO
4 Capacitacion a NO de apicultores N/A N/A
apicultores para el uso
del biopesticida
4 Dia de campo N° de actividades 1 1
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4 N© de boletines 1 1
Boletin Técnico
. Informe final NO de Informes 1 1

. Razones que explican las discrepancias entre los resultados esperados y los
obtenidos.

Resultado (Obj 1) N° de Aislamientos de Beauveria (3), mas patogénicos a
Varroa: No se detectaron aislamientos de Beuaveria resistentes a altas temperaturas
y que ademas fueran patogénicos a Varroa.

Resultado (Obj. 3) Nivel de Control de Varroa dentro de la colmena
(>95%): Nivel de control fue dependiente de la poblacidn inicial de Varroa y del
momento de aplicacién. Ademas se debe considerar que el hongo no actlia sobre las
varroas que estan dentro de las celdillas operculadas.

Resultado (Obj. 4) Boletin Técnico: Se adjunta el boletin enviado a revisién y
aprobacion por FIA.

5. Fichas Técnicas y Analisis Econémico:
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Ficha Técnica: Para la comercializacién del producto, se tiene preparada la siguiente
ficha técnica, la cual estad disponible para ser utilizada por la empresa que se haga
responsable de la masificacion de la tecnologia, o por inia en los estadios temprano de
produccion y apertura de mercados (Figura N°© 22).
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La tecnologia desarrollada hace referencia al aislamiento de hongos entomopatdgeno
nativo, para lo cual, los costos de produccién estan en base a la siguiente figura:

Preparacionde || Estirilizacion L~/ Inoculacion de :> Incubado

medios —/ ——/| sustrato

Control de Envasado y Cosecha Secado
calidad <: almacenamiento <: <::

Siguiendo con este andlisis se puede estructurar las necesidades de equipos en base a
la etapa productiva que se analice, lo que se muestra en el cuadro N° 5:

Cuadro N° 5,

Etapa Equipamiento necesario
Destilador de agua
Balanza

Preparacion de medio Microondas

Agitador vortex

pH metro

Autoclaves

Campana de extraccion
Inoculacién Camara de flujo laminar
Sistema de calefaccion
Shaker incubator
Calefactor
Deshumedecedor
Maquina cosechadora
Campana de extraccion
Balanza

Envasado y almacenamiento Selladora al vacio
Refrigerador
Termobalanza
Microscopio

Lupa

Balanza

Esterilizacion

Sala de incubacion

Sala de secado

Cosecha

Control de Calidad

Para la operacion, también se trabajo en la configuracion de los costos de recursos
humanos, cuyo equipo ideal de produccidon seria un profesional, un técnico y tres
operarios. Asi como también se trabajo en los costos operativos de la produccion, los
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cuales son mayoritariamente destinados a sustrato para cultivo de hongos (50% del
costo operacional por dosis), y otros insumos menores para la etapa de incubacion
(25%), el resto de los costos de energia, aseo, esterilizacion y otros representan el
25% restante.

Sobre los costos totales por dosis por aplicacion, incluyendo la depreciacion de los
equipos antes nombrados y las instalaciones requeridas (aproximadamente 120 m2
(con base de depreciacién de 10 afios) nos da un costo de produccion de $1.600 por
dosis envasada vy lista para comercializar.

Analisis economico actualizado, comparando con los analisis de la
propuesta de proyecto.

Para determinar el valor del mercado, es necesario considerar la presencia de
sustitutos en el mismo, teniendo productos como Bayvarol, cuya caja compuesta de 4
sobres permite atacar 2 cajones afectados por sobre, teniendo que su mercado
potencial es de 57 mil dosis, con un valor total de mercado de MM$228 (valor por caja
de aproximadamente $4.000). En el caso del Amitraz, su aplicacion se basa en tiras
por colmena, la cual tiene un costo por unidad de aproximadamente ($1.500), lo que
daria un mercado MM$681

Considerando los costos actuales de produccién de una dosis de hongos para
aplicacion en suelo, y siguiendo las mismas condiciones para producir la cepa que sera
utilizada para el control de varroa, se tendria un costo aproximado de produccion
(para los 4 grs. Necesarios) de $1.600 mas los gastos de distribucién y venta, que
ascienden a un 15% vy la utilidad esperada de un 20% sobre el total de los costos, el
precio de mercado al cual podemos aspirar es de $2.200

Sobre el mercado real al cual apuntaria este producto, se espera atender
preferentemente a los exportadores de miel, especificamente a los inscritos en Ramex,
lo cuales representan a 192 mil colmenas. Considerando una penetracion de mercado
a tasas de un 10%, iniciando en un 5% del mercado y con un crecimiento del precio y
de los empresarios en RAMEX de un 10%, se tiene el siguiente cuadro que nos da el
mercado esperado para este desarrollo.
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Precio % de Mercado Utilidad
N° de de N° de mercado esperado Neta

Ao colmenas Venta aplicaciones aatender (MM$) (MMS$)
192.249 2200 5% 63,44 12,69
211.474 2420 6% 92,12 18,42
232.621 2662 7% 133,76 26,75
255.883 2928 9% 194,21 38,84
281.472 3221 10% 282,00 56,40
309.619 3543 12% 409,46 81,89
340.581 3897 15% 594,54 118,91
374.639 4287 18% 863,27 172,65

COoONOUT A WN =
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Analisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva
desarrollada, después de finalizado el proyecto.

Las exportaciones totales de miel de Chile en el afio 2008 alcanzaron 10.336
toneladas, avaluadas en US$29,8 millones, lo que representa un crecimiento del 133%
en valor y un 41,3% en volumen respecto del 2007. El precio unitario alcanzado el
2008 (US$2,88 por kilo es el mayor valor promedio anual de los Gltimos diez afios.

En general, las exportaciones se han comportado con un énfasis al crecimiento
durante los Ultimos afios. Dentro de este contexto, la industria se maneja en base
10.523 explotaciones, distribuidas entre las regiones de Tarapacd y Aysén, estas
cuentan con un total de 454.489 colmenas (INE 2008), del total de explotaciones el
42,3% esta inscrito en el registro de exportadores Ramex. Dentro de las
enfermedades o plagas asociadas a la produccidon melifera, la varroasis es la mayor
limitante para la apicultura mundial. Esta enfermedad, producida por el acaro Varroa
destructor (Anderson y Trueman, 2000), anualmente causa enormes pérdidas en la
produccion apicola. En los casos mas severos se produce el colapso total de las
colonias en tan solo dos semanas. V. destructor se alimenta de abejas tanto en estado
de larva como adulto, suprimiendo su sistema inmune, facilitando con esto el accionar
de otros patogenos (Britt, 2005). Kozak y Currie (2005) indican que niveles de
infestacion de varroa sobre abejas adultas en tasas tan bajas como un 2% (2 acaros
por 100 abejas) reducen la produccién de miel entre un 40 y 50%.

De ahi la importancia del desarrollar alternativas que, primeramente, permitan
controlar el efecto del acaro sobre la colonia, y ademdas sean viables de utilizar para no
generar efectos sobre la exportacién, como lo es el uso de quimicos, los cuales dejan
trazas dentro de los productos y son un factor limitante relevante a la hora de ingresar
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a mercados, principalmente en los que chile compite (Alemania, EEUU, Suiza y
Francia).
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Descripcion estrategias de marketing de productos, procesos o servicios
(segtin corresponda a la naturaleza del proyecto).

Referente a las estrategias de marketing para el producto, estas no se realizaran por
parte de INIA, sino que por parte de las empresa que sea la receptora de la tecnologia
(el Centro Tecnoldgico de Control Bioldgico — CTCB lo estipula en las clausulas para las
transferencias tecnoldgicas realizadas).

6. Impactos y Logros del Proyecto:

e Descripcién y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr
otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que explican las

discrepancias.

Impactos presupuestados

Impactos efectivos

Econdmico

La fundamental desventaja de Chile
frente a los principales paises
productores de miel del mundo,
Argentina y China, es la falta de
volumen para la exportacion. El
impacto econdmico mas importante
del proyecto sera por tanto, el
mejoramiento de los rendimientos de
miel, ya que se estara eliminando una
plaga que incide directamente sobre la
produccién, lo que redundara en un
aumento de la oferta para los paises
importadores de este producto.

A lo anterior se anexa la obtencién de
miel libre de residuos quimicos,
competitivamente superior y de mayor
aceptacion en paises exigentes en
cuanto a uso de pesticidas lo que
abrira nuevas oportunidades de
comercializacion para que los propios
apicultores desarrollen nuevos
mercados.

El producto final (bioacaricida) podra
ser también una alternativa de control
de varroa en colmenas para la
produccion de miel organica, cuyo

Econdmico

Se ha desarrollado un controlador
biolégico del acaro Varroa, cuya
efectividad es comparable e inclusive
superior a la de algunos productos
comerciales en base quimica.

Respecto del aumento en |Ia
productividad de las colmenas, estas
en el sentido estricto no aumenta por
la aplicacion del HEP para controlar
varroa, puesto que existian otros
productos comerciales con tasas
similares de control, sin embargo, el
valor agregado, que potencialmente
diferenciaria el producto final, esta en
el uso de un controlador bioldgico
nativo para una plaga que incide
fuertemente en la productividad y el
uso de este controlador hace que se
pueda optar por nuevos mercados
para los productos finales de la
colmena.




valor es superior a la miel tradicional.
Por ultimo, la elaboracion de un
acaricida biolégico para el control de
la Varroa destructor puede dar
derecho a patentes y pagos de
propiedad intelectual en caso de
exportar el producto.

Social

La apicultura es una actividad familiar
por lo que el cambio que producira la
implementacién del proyecto en la
calidad sanitaria y por ende productiva
de las colmenas tendra un efecto en la
rentabilidad del negocio lo que
beneficiara a cientos de familias
campesinas.

Por otra parte, el mejoramiento
sanitario de las colmenas
incrementara la actividad polinizadora
de Apis mellifera en los principales
cultivos frutales chilenos, con una alta
proporcion de la produccion atribuible
a la abeja de miel: 90% en almendros
y manzanos; 81% en cerezo, kiwi y
palto; y un 55% de participacion en la
produccibn de ciruelo japonés,
frambuesa y peral. Por lo tanto, la
sanidad de las colonias destinadas a la
polinizacion asegurara una parte de la
produccidn fruticola que representa
una fuente importante de ingresos al
pais en los rubros mencionados.

Finalmente el uso de un bioacaricida
no implica riesgos de contaminacion
accidental o envenenamiento de los

usuarios por manipulacion.
Principalmente en el caso de
productores con menor nivel de

conocimiento o los operarios que
finalmente manipulan los pesticidas.

Social

Se logro un producto no contaminante
por efecto de su aplicacion a la
colmena y que reduce los riesgos de
rechazo en envios, asi como agrega

valor para el ingreso a nuevos
mercados.
Para incrementar la  actividad

polinizadora de las abejas, se logré un
desarrollo que mejora su estatus
sanitario, asi como un nuevo aparato
(piquera) que al ser adosado a la
colmena y en su correcto uso permite,
ademas de incrementar la actividad
polinizadora, ser un transportador de
controladores bioldgicos para las flores
que visita la abeja.
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Otro Otros

Legal: El desarrollo un bioacaricida
para el control de Varroa puede ser
sujeto de patente o registro. La
especificacion y aclaracion de los
alcances de este aspecto serd una
actividad complementaria de
recopilacion de  informacién vy
antecedentes a desarrollar en Ia
primeras etapas del desarrollo del
proyecto.

Como consecuencia de los resultados
del proyecto, se ha encontrado una
cepa patogénica de hongo
entomopatdgeno para varroa, dicho
producto en su estado actual para la
comercializacion no es factible de ser
patentado (solo en condicion de

espora), pero si en posibles
formulados que se pueden desarrollar
bajo la estructura del Centro

Tecnoldgico de Control Bioldgico.

Otro producto que se derivo de este
proyecto es la construccién de una
piquera bidireccional para la aplicacion
de enemigos naturales que afectan las
colmenas. Dicho producto esta en fase
interna de INIA para su patentamiento
y comercializacion.
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Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los objetivos y
naturaleza del proyecto:

Impactos Productivos, Economicos y Comerciales

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto proyecto
Formacién de empresa o No No
unidades de negocio
Produccion (por producto) Si Si Se logrd desarrollar

un  producto en
condicién  comercial
para el control de

varroa.
Costos de produccion No No
Ventas y/o Ingresos
Nacional | Sin Sin
Internacional | sin Sin
Convenios comerciales sin sin




Impactos Sociales

Logro

Al inicio del
Proyecto

Al final del
proyecto

Diferencial

Nivel de empleo anual

No

Nuevos empleos generados

No

No

Productores o unidades de
negocio replicadas

1

1

Se puede iniciar la

-| produccion del
| Hongo controlador en

la planta piloto del
CTCB, para que sea

| replicada por
~| empresas
| comerciales

dispuestas a adquirir
la licencia de

| produccion y cepa

del HEP controlador

| de varroa.




Impactos Tecnoldgicos

Logro Numero Detalle
Nuevo en Nuevo en la Mejorado
mercado empresa
Producto 2 - - A consecuencia
del proyecto se
encontré la cepa
patogénica de
varroa destructor,
asi como se logro
establecer un
nuevo disefio de
piquera
bidireccional
potencialmente
protegible por
patente o]
resguardo de
disefio industrial
segun INAPIL.
Proceso - N - -
Servicio - = - -
Propiedad Intelectual Namero Detalle
Patentes 0
Solicitudes de patente 0
Intencion de patentar 2 o Se ha presentado a la instancia interna de INIA, la
propuesta de patente de la piquera bidireccional
desarrollada a partir del afo 2003 y perfeccionada
durante la ejecucion del proyecto, para la
aplicacion de enemigos naturales y otros desde y
hacia la colmena. Aln en discusién interna el
borrador propuesto.
Se ha pensando en trabajar en un formulado de
conidias estampadas para el uso del HEP en
condiciones ambientales adversas.
Secreto industrial 0
Resultado no patentable 0
Resultado interés ptblico 0

Logro Niumero Detalle
Convenio o alianza tecnoldgica
Generacion nuevos proyectos 4 Implementacion de una unidad de prestacion de

servicios tecnoldgicos para el aumento de la
competitividad de la industria apicola en la Regién
del Bio Bio. CONVOCATORIA DE PROYECTOS DE
EQUIPAMIENTO TECNOLOGICO PARA

INSTITUCIONES REGION DEL BIO BIO, 2008.




FUNDACION FARA LA
INNOVACION AGRARIA

Aprobado.

Proyecto "Nodo De Difusion Y Transferencia En
Sanidad Y Calidad Apicola Regi6n Del Bio Bio”
aprobado por Innova Chile 2009.

Desarrollo de un sistema de aplicacion masiva de
esporas del hongo entomopatoégeno Metarhizium
anjisopliae para el control de varroa en colmenares
comerciajes. CONSORCIO DE DESARROLLO
TECNOLOGICO APICOLA, ANO 2009. En concurso.

Estudio colaborativo Franco-Chileno sobre los
efectos de la interaccion de los parasitos y los
pesticidas en las poblaciones de abejas Apis
mellifera. INTERCAMBIO REGULAR ECOS-
CONICYT 2009. En concurso.
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Impactos Cientificos
Logro Numero Detalle (Citas, titulo, decripcion)
Publicaciones 5 Rodriguez, M., M. Gerding y A. France.

(Aceptada). Seleccion de hongos
entomopatdgenos por crecimiento a altas
temperaturas como potenciales controladores de
Varroa destructor (Acari: Varroidae). Chilean
Journal of Agriculutral Research cddigo: AT 7-126

Rodriguez, M., M. Gerding, A. France y R.
Ceballos. (peer review). Uso de hongos
entomopatégenos para el control de Varroa
destructor (Acari: Varroidae). Chilean Journal of
Agriculutral Research cédigo AT 7-127.

Rodriguez, M. y M. Gerding. 2005. Control
Biologico de Varroa destructor con Hongos
Entomopatdgenos. Tierra Adentro 65:20.

Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Formacion y
Manejo de un Apiario Moderno. Serie Cartillas
Divulgativas Proyecto CADEPA N°12. INIA-
Quilamapu.

Rodriguez, M. y M. Gerding. 2008. Control
Biolégico de Varroa destructor con Hongos
Entomopatdgenos.  Informativo  Agropecuario
BIOLECHE — INIA QUILAMAPU: Afio 21, N°1.

(Por Ranking)

Eventos de divulgacion cientifica

12

1) Rodriguez, M., y M. Gerding. 2005.
Estudio de la relacion temperatura-crecimiento de
Hongos entomopatdégenos, como potenciales
controladores de Varroa destructor (Acari:
Mesostigmata).  Resimenes XXVII Congreso
Nacional de Entomologia. Sociedad Chilena de
Entomologia, Universidad Austral de Chile.23-25
de Noviembre , Valdivia,

2) Rodriguez M. 2005. Control Bioldgico de
Varroa. Primer Seminario Apicola “Trazabilidad y
Sanidad Apicola”. 7 de diciembre, Quillon.

3) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Control
Biolégico de Varroa destructor con Hongos
entomopatégenos. Tercer Simposio  Apicola
Nacional. 28 al 30 de Agosto, Viiia del Mar.

4) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Uso de
hongos entomopatégenos para el control de
Varroa destructor (Acari: Mesostigmata). XXVIII
Congreso Nacional de Entomologia. Sociedad
Chilena de Entomologia, Universidad de la
Frontera. 29-30 de noviembre y 1 de diciembre de
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2006, Temuco.

5) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Estudio
de la relacion temperatura-crecimiento de hongos
entomopatdgenas, como potenciales
controladores de Varroa destructor (Acari:
Mesostigmata). XXVIII Congreso Nacional de
Entomologia. Sociedad Chilena de Entomologia,
Universidad de la Frontera. 29-30 de noviembre y
1 de diciembre de 2006, Temuco.

6) Rodriguez, M., M. Gerding and A. France.
2007. Potential use of entomophatogenic fungi
against Varroa destructor. Apimondia Programme
& Abstracts Beekeeping Down Under pag 133.
40th  Apimondia  International  Apicultural
Congress. September Sth to 14th. Melbourne,
Australia.

7) Rodriguez M., Gerding M. Miguel N. y R.
Ceballos. 2008. Uso de Metarhzium anisopliae var.
anisopliae Metsh. (DEUTEROMYCOTINA:
HYPHOMYCETES) para el control biologico de
Varroa destructor (ACARI: VARROIDAE), IX
Congreso Iberolatinoamericano de Apicultura. 9 al
13 de Julio. Concepcidn, Chile,

8) Rodriguez M., Gerding M. Miguel N. y R.
Ceballos. 2008. Evaluacion de un sistema de
aplicacion de hongos entomopatégenos para el
control bioldgico de Varroa destructor (ACARI:
VARROIDAE). IX Congreso Iberolatinoamericano
de Apicultura. 9 al 13 de Julio. Concepcion, Chile.
9) V. Montes, M. Rodriguez S., Gerding M.
Miguel N. y R. Ceballos. 2008. Efecto del hongo
entomapotdgeno Metarhizium anisopliae Metsh.
(DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) sobre la
viabilidad de abejas Apis mellifera L
(HYMENOPTERA: APIDAE.) en laboratorio. IX
Congreso Iberolatinoamericano de Apicultura. 9 al
13 de Julio. Concepcidn, Chile.

10) Rodriguez M, V. Montes, M. Gerding, M.
Neira. 2008. Efecto del hongo entomopatdgeno
Metarhizium anisopliae Metsh. (Deuteromycotina:
Hyphomycetes), aislamiento Qu-M845 sobre la
viabiidad de abejas Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae.) en laboratorio. XXX
Congreso Nacional de Entomologia. Universidad
Catdlica del Maule, Talca.

11) Rodriguez M., M. Gerding, M. Neira y R.
Ceballos. 2008. Metarhzium anisopliae var.
anisopliae Metsh. (DEUTEROMYCOTINA:
HYPHOMYCETES) una alternativa para el control
biolégico de Varroa destructor (Acari: Varroidae).
XXX Congreso Nacional de Entomologia.
Universidad Catdlica del Maule, Talca.
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12) Rodriguez M., N. Molina, M. Gerding P. y M.
Neira. 2009. Eficacia de Metarhzium anisopliae
para el control de Varroa destructor (Acari:
Varroidae) en colmenas de abejas (Apis
mellifera)(Hymenoptera: Apidae). 2° Simposio
Internacional de Control Bioldgico. Centro
Tecnolégico de Control Bioldgico del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias CRI-Quilamapu. 11
al 15 de mayo. Chillan.

Integracion a redes de investigacion
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Impactos en Formacion

Logro

Numero

Detalle ( 77tulo, grado, lugar, instituicion)

Tesis pregrado

4

Mass, J. 2007. Comportamiento de abejas nodrizas (Apis
mellifera L.) expuestas a Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
y Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin utilizados en el
control de Varroa destructor Anderson & Trueman. Tesis para
optar al titulo de Ingeniero Agrénomo. Universidad de Chile,

Kramm, V. 2007. Desarrollo de una piquera bidireccional para el
transporte de organismos benéficos por abejas. Tesis para optar
al titulo de Disefiadora Industrial. Facuitad de Disefio Industrial,
Universidad del Bio-Bio, Concepcion.

Montes, V. 2008. Efecto del hongo entomopatdégeno Metarhizium
anisopliae  Metsh, (Deuteromycotina: Hyphomycetes),
aislamiento Qu-M845 sobre la viabilidad de abejas Apis mellifera
L. (Hymenoptera: Apidae.) en laboratorio. Tesis para optar al
titulo de Ingeniero Agrénomo. Universidad Adventista.

Molina, N. Estudio de la eficacia y efectos sobre abejas (Apis
mellifera) de diferentes métodos de aplicacién del aislamiento
Qu-MB45 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae para el
control de Varroa destructor. Tesis para optar al titulo de
Ingeniero Agronomo. Universidad de Concepcion. En Revision.

Tesis postgrado

Pasantias

Cursos de capacitacion

Curso  Internacional: Produccion de  Microorganismos
Entomopatdgenos y Antagonistas para el Control de Plagas
Agricolas. Instituto de Sanidad Vegetal. La Habana, Cuba. 6-10
de noviembre de 2006.

26 -28 abril 2007 VII Encuentro Nacional de Ciencia y
Tecnologia Apicola. Organizado por la Universidad Austral de
Chile, Valdivia.

30 abril — 1 mayo 2007 Taller Herramientas para una
Apicultura Limpia y de Calidad. Organizado por Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD) e INNOVA-CORFO.
Universidad Austral de Chile, Valdivia.
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7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

e Legales
Ninguno.

e Técnicos
Las bajas temperaturas registradas durante el invierno de 2007 y el alto nivel de
infestacion por Varroa destructor en las colmenas mantenidas en INIA Quilamapu y
Santa Rosa produjo una alta mortandad de familias, lo que causd un retraso en las
actividades de evaluacion del hongo en terreno.

e Administrativos
Ninguno.

e Gestion
El retiro de Colmenares Werner debido a la falta de comunicacion y a interés de la
empresa en realizar las actividades comprometidas como agente asociado al proyecto
dificulto las evaluaciones en colmenares comerciales. Ademas las actividades de
terreno comprometidas con la UACH, no se pudieron ejecutar debido a una orden de
cuarentena dictada por el SAG, por ataque de Loque americano.
La empresa MIP AGRO cambio su linea productiva por lo que no realizard el
escalamiento para masificacion y comercializacion del bioacaricida.
Debido a su condicion de pequefios productores no se considero realizar pruebas de
terreno con los apicultores asociados a la agencia de desarrollo rural Ranquil debido al
bajo numero de colmenas existentes en los apiarios.

Medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Para realizar las actividades comprometidas con colmenares Werner y la Agencia de
Desarrollo Rural de Ranquil, se solicitd la colaboracion de tres apicultores de la region:
Sra. Elia Navarrete, Sres. Sady Muena y Patricio Ortiz quienes aportaron un total de
100 colmenas las cuales fueron utilizadas en los diferentes ensayos.




8. Otros Aspectos de Interés

Debido a que por base, el proyecto no podia iniciarse antes, se produjo un retrazo en
las actividades que redundaron en la pérdida de una temporada productiva. Por ello se
solicité ampliar el periodo del proyecto hasta mayo del 2009, de manera de
aprovechar una temporada mas en la prueba de los agentes de control.
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Conclusiones y Recomendaciones:

Desde el punto de vista:
o Técnico

Gracias a las evaluaciones realizadas en laboratorio y terreno hoy se cuenta
con un aislamiento nativo de hongo entomopatégenos especifico para el
control de Varroa destructor y que sirve de base para formular un acaricida
bioldgico.

Las investigaciones efectuadas durante la ejecucion de este proyecto sefialan
que es posible controlar el acaro sin afectar el comportamiento y viabilidad de
las abejas.

Si bien, se lograron buenos resultados en la reduccién de la plaga con
aplicaciones del hongo en primavera e inicios de verano se debe considerar,
que la efectividad del hongo disminuye con altos niveles de infestacion por lo
que se recomienda utilizar el producto de manera preventiva.

o Econdmico
Existe interés de parte de una empresa en producir y comercializar el hongo,
lo que hace a este proyecto viable desde el punto de vista econdmico. Ademas
existe demanda por parte de los apicultores que conocieron las bondades del
producto.

o De gestion.

La ejecucion de este proyecto permitid interactuar con las diferentes empresas
y asociaciones gremiales de apicultores lo que facilitd la realizacion de varias
actividades de transferencia e investigacién asi como también permitié contar
con el apoyo para realizar nuevas propuestas de investigacion y desarrollo
tecnolégico apicola.

Se debe destacar también que este proyecto sentdé las bases para el
establecimiento de una linea de investigacién apicola en el Centro Tecnoldgico
de Control Biolégico de INIA Quilamapu contribuyendo con ello al progreso de
este rubro en la region.




IV. INFORME DE DIFUSION

e Difusion de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas
en el marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el
material de difusién preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y
otras actividades similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

e Listado (nimero y detalle) de actividades por instrumento de difusién, como
por ejemplo:

o Presentaciones en congresos y seminarios

Organizacion de seminarios y talleres

Dias de campo o reuniones técnicas

Publicaciones cientificas

Publicaciones divulgativas

Articulos en prensa

Paginas web

© 000 O0O0

Charlas y Seminarios:

Control Bioldgico de Varroa. Diplomado de Apicultura Organica. 2005. Centro de
Educacion y Tecnologia CET. Programa Bio-Bio, Yumbel.

Charla: Alternativas de Control de Varroa destructor . Seminario Control de plagas
Apicolas Organizado por Mesa Apicola de la VII Regidn, Red Apicola Nacional. Talca.
30 de Agosto de 2005.

Seminario “Control de plagas Apicolas”. Mesa Apicola de la VII Regién, Talca, 30 de
Septiembre de 2005.

Control Biolégico de Varroa destructor. 1er Seminario Apicola Comunal Trazabilidad y
Sanidad Apicola. Organizado por Municipalidad de Quillon, Red Apicola, Asociacion
Gremial de Apicultores VIII Regidn. Quillén. 7 de diciembre de 2005.

Exposicién: Desarrollo de un acaricida bioldgico para el manejo no contaminante de
Varroa destructor en colmenares comerciales. Tercera Reunion Cientifica sobre
Investigacion y Tecnologia Apicola. Organizado por Univ. Catdlica de Chile, Red
Nacional Apicola, FIA. Campus San Joaquin, Santiago. 8 de junio de 2006.

Exposicién en feria: Control bioldgico de plagas apicolas . Exposicion en dia de campo
EXPOINIA-2006 Estacién Experimental Santa Rosa. Chillan, 6 de diciembre de 2006.
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Charla: Sanidad Apicola actualidad mundial y desafios para Chile. Dictada en el VIII
Encuentro Apicola Regional. Organizado por Red APIX A.G. Valdivia y Puerto Varas.
15-16 de noviembre de 2007.

Seminario: “Avances del Proyecto Desarrollo de un acaricida bioldgico para el manejo
no contaminante de Varroa destructor en colmenares comerciales”. INIA-Quilamapu,
19 de noviembre de 2007.

Exposicion en feria: Control Bioldgico de Varroa destructor con Hongos
entomopatdgenos. ExpoINIA 2007. Estacién Experimental Santa Rosa. Chilldn, 28 y 29
de noviembre de 2007.

Charla Técnica: Alternativas de control de Varroa destructor. Diplomado en Apicultura
Organica. Centro Tecnoldgico de Educacion CET. Yumbel. 28 de Julio de 2008.

Varroa destructor: Biologia y alternativas de Control. Seminario organizado por
Prodesal Talca e INIA CRI Quilamapu. Talca. 13 de octubre de 2008.

Plataforma cientifico apicola para la Region del Bio Bio. Taller regional estrategia de
mercado Biomiel AG. Concepcidn. 20 de noviembre de 2008.

Plagas Apicolas de importancia en Chile. Seminario Apicola Centro de Capacitacion
Maule Sur Ltda. San Javier. 24 de noviembre de 2008.

Control Bioldgico de plagas Apicolas. Exposicion en feria EXPOINIA 2008. Estacion
Experimental Santa Rosa. Chillan, 26 al 27 de noviembre de 2008.

Dias de Campo

Proyecto FIA: Desarrollo de un acaricida Bioldgico para el control de Varroa destructor.
Dia de Campo organizado por CEGE Coelemu e INIA Quilamapu. Coelemu, Region del
Bio Bio. 13 de noviembre de 2008.

Proyecto FIA: Desarrollo de un acaricida Bioldgico para el control de Varroa destructor
y capacitacion para la aplicacion. Dia de Campo organizado por CADE Ltda. e INIA
Quilamapu. 10 de noviembre de 2008.

Taller

Produccién de Hongos Entomopatdgenos. Centro Tecnoldgico de Control Bioldgico.
INIA Quilamapu. 15 de Mayo de 2009.

Publicaciones cientificas y Divulgativas:
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Rodriguez, M. y M. Gerding. 2005. Control Bioldgico de Varroa destructor con Hongos
Entomopatdgenos. Tierra Adentro 65:20.

Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Formacién y Manejo de un Apiario Moderno. Serie
Cartillas Divulgativas Proyecto CADEPA N°12. INIA-Quilamapu.

Rodriguez, M. y M. Gerding. 2008. Control Bioldgico de Varroa destructor con Hongos
Entomopatdgenos. Informativo Agropecuario BIOLECHE — INIA QUILAMAPU: Afio 21,
No1.

Rodriguez, M., M. Gerding y A. France. (Aceptada). Seleccion de hongos
entomopatdégenos por crecimiento a altas temperaturas como potenciales
controladores de Varroa destructor (Acari: Varroidae). Chilean Journal of Agriculutral
Research cédigo: AT 7-126

Rodriguez, M., M. Gerding, A. France y R. Ceballos. (peer review). Uso de hongos
entomopatdgenos para el control de Varroa destructor (Acari: Varroidae). Chilean
Journal of Agriculutral Research codigo AT 7-127.

Presentaciones en Congresos:

1) Rodriguez, M., y M. Gerding. 2005. Estudio de la relacién temperatura-
crecimiento de Hongos entomopatdgenos, como potenciales controladores de
Varroa destructor (Acari: Mesostigmata). Resimenes XXVII Congreso Nacional
de Entomologia. Sociedad Chilena de Entomologia, Universidad Austral de
Chile.23-25 de Noviembre , Valdivia.

2) Rodriguez M. 2005. Control Bioldgico de Varroa. Primer Seminario Apicola
“Trazabilidad y Sanidad Apicola”. 7 de diciembre, Quilldn.

3) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Control Biolégico de Varroa destructor con
Hongos entomopatdgenos. Tercer Simposio Apicola Nacional. 28 al 30 de
Agosto, Vina del Mar.

4) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Uso de hongos entomopatdgenos para el
control de Varroa destructor (Acari: Mesostigmata). XXVIII Congreso Nacional
de Entomologia. Sociedad Chilena de Entomologia, Universidad de la Frontera.
29-30 de noviembre y 1 de diciembre de 2006, Temuco.

5) Rodriguez, M. y M. Gerding. 2006. Estudio de la relacién temperatura-
crecimiento de hongos entomopatdgenos, como potenciales controladores de
Varroa destructor (Acari: Mesostigmata). XXVIII Congreso Nacional de
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Entomologia. Sociedad Chilena de Entomologia, Universidad de la Frontera. 29-
30 de noviembre y 1 de diciembre de 2006, Temuco.

6) Rodriguez, M., M. Gerding and A. France. 2007. Potential use of
entomophatogenic fungi against Varroa destructor. Apimondia Programme &
Abstracts Beekeeping Down Under pag 133. 40th Apimondia International
Apicultural Congress. September Sth to 14th. Melbourne, Australia.

7) Rodriguez M., Gerding M. Miguel N. y R. Ceballos. 2008. Uso de Metarhzium
anisopliae var. anisopliae Metsh. (DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) para
el control biologico de Varroa destructor (ACARI: VARROIDAE). IX Congreso
Iberolatinoamericano de Apicultura. 9 al 13 de Julio. Concepcion, Chile.

8) Rodriguez M., Gerding M. Miguel N. y R. Ceballos. 2008. Evaluacién de un
sistema de aplicacién de hongos entomopatdgenos para el control bioldgico de
Varroa destructor (ACARI: VARROIDAE). IX Congreso Iberolatinoamericano de
Apicultura. 9 al 13 de Julio. Concepcion, Chile.

9) V. Montes, M. Rodriguez S., Gerding M. Miguel N. y R. Ceballos. 2008. Efecto
del hongo entomapotdgeno Metarhizium anisopliae Metsh.
(DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) sobre la viabilidad de abejas Apis
mellifera L (HYMENOPTERA: APIDAE.) en laboratorio. IX Congreso
Iberolatinoamericano de Apicultura. 9 al 13 de Julio. Concepcion, Chile.

10) Rodriguez M, V. Montes, M. Gerding, M. Neira. 2008. Efecto del hongo
entomopatdgeno  Metarhizium  anisopliae  Metsh.  (Deuteromycotina:
Hyphomycetes), aislamiento Qu-M845 sobre la viabilidad de abejas Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apidae.) en laboratorio. XXX Congreso Nacional de
Entomologia. Universidad Catdlica del Maule, Talca.

11) Rodriguez M., M. Gerding, M. Neira y R. Ceballos. 2008. Metarhzium
anisopliae var. anisopliae Metsh. (DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) una
alternativa para el control biolégico de Varroa destructor (Acari: Varroidae). XXX
Congreso Nacional de Entomologia. Universidad Catdlica del Maule, Talca.

12) Rodriguez M., N. Molina, M. Gerding P. y M. Neira. 2009. Eficacia de
Metarhzium anisopliae para el control de Varroa destructor (Acari: Varroidae) en
colmenas de abejas (Apis mellifera)(Hymenoptera: Apidae). 2° Simposio
Internacional de Control Bioldgico. Centro Tecnoldgico de Control Bioldgico del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias CRI-Quilamapu. 11 al 15 de mayo.
Chillan.
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Otros: Integrante de la Comisién Cientifico Apicola. IX Congreso Iberolatinoamericano
de Apicultura. Realizado del 9 al 13 de Julio de 2008. Concepcion, Chile.

Tesis de Grado:

Mass, J. 2007. Comportamiento de abejas nodrizas (Apis mellifera L.) expuestas a
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin utilizados en el control de Varroa destructor Anderson & Trueman. Tesis para
optar al titulo de Ingeniero Agrénomo. Universidad de Chile.

Kramm, V. 2007. Desarrollo de una piquera bidireccional para el transporte de
organismos benéficos por abejas. Tesis para optar al titulo de Disefiadora Industrial.
Facultad de Disefio Industrial, Universidad del Bio-Bio, Concepcion.

Montes, V. 2008. Efecto del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae Metsh.
(Deuteromycotina: Hyphomycetes), aislamiento Qu-M845 sobre la viabilidad de abejas
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae.) en laboratorio. Tesis para optar al titulo de
Ingeniero Agronomo. Universidad Adventista.

Molina, N. Estudio de la eficacia y efectos sobre abejas (Apis mellifera) de diferentes
métodos de aplicacion del aislamiento Qu-M845 de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae para el control de Varroa destructor. Tesis para optar al titulo de Ingeniero
Agrénomo. Universidad de Concepcién. En Revision.




ANEXOS

Como fue indicado para los informes de avance técnico, pero en este caso la
informacidon no corresponde sélo a la actualizacidn sino a la historica. Por ejemplo,
cambios en el equipo técnico, se debe adjuntar la ficha de todos los participantes que
participaron en alguna de las etapas del proyecto aunque hayan sido reemplazados.
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Equipo Técnico del Proyecto

Funcion y Dedicacion al
Nombre Completo Profesion | Especialidad | Actividad en el | Proyecto (%
Proyecto afno)
Marcos Gerding Entomologia,
Ing Agronomo Control Coordinador 20
Bioldgico
Andrés France . Patologia de Coordinador
ing Agroacinn insectos alterno 15
Miguel Neira f
guel Ing Agrénomo EntquIOQ'a Investigador 10
Apicultura
Rodrigo Avilés e Evaluacién de | Evaluacién de
Ing. O Proyectos Proyectos 3
Marta Rodriguez T Apicultor
i Investigador 100
Agronomo
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ANEXO 1 : FICHA DATOS PERSONALES EQUIPQ TECNICO

Ficha Representante(s) Legal(es}

(Esta ficha debe ser llenada tanto por el Representante Legal del Agente postulante o
Ejecutor como por el Representante Legal del Agente Asociado)

Ejecutor
Tipo de actor en el Proyecto (A)

Leopoldo
Nombres
Apellido Paterno Sanchéz

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o Instituto de Investigaciones Agropecuarias
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion

Publica X |Privada
Cargo o actividad que Director Nacional
desarrolla en ella
Direccion (laboral) Fidel Oteiza 1956
Pais Chile
Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago, Providencia
Fono 2-2252118
Fax 2-2258773
Celular
Email
Web
Género
Masculino Femenino
Etnia (B)
Tipo (C) profesional



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


Asociado
Tipo de actor en el Proyecto (A)

Victor
Nombres
Apellido Paterno Cubillos

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o
Institucion donde trabaja

Universidad Austral de Chile

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacion

Publica X |Privada
Cargo o actividad que Rector
desarrolla en ella
Direccién (laboral) Independencia 641
Pais Chile
Regién De los Lagos
Ciudad o Comuna Valdivia
Fono 63-221232
Fax 63-221233
Celular
Email
Web
Género
Masculino x | Femenino
Etnia (B)
Tipo (C) profesional
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Ficha Coordinadores y Equipo Técnico
(Esta ficha debe ser llenada tanto por el Coordinador Principal, Coordinador Alterno y
cada uno de los integrantes del Equipo Técnico)

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Coordinador principal

Marcos Eduardo

Nombres
Apellido Paterno Gerding
Apellido Materno Paris

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

CRI INIA Quilmapu de Chillan

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion

Publica X [Privada

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Investigador entomaélogo

Profesion

Master of Sciences

Especialidad Entomologia
Direccion (laboral) Vicente Méndez 515
Pais Chile
Region VI
Ciudad o Comuna Chillan
Fono 42-209705
Fax 42-209599
Celular
Email mgerding@inia.cl
Web
Género

Masculino X |Femenino
Etnia (B)
Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Coordinador alterno

Andrés Rene

Nombres
Apellido Paterno France
Apellido Materno Iglesias
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o INIA
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion
Tipo de Organizacion
Publica X |Privada
Cargo o actividad que Investigador Patologia
desarrolla en ella
Profesién Ing. Agrénomo
Especialidad Fitopatologo
Direccion (laboral) Avda. Vicente Mendez 515
Pais Chile
Region Bio-Bio
Ciudad o Comuna Chillan
Fono 42 209704
Fax 42 209720
Celular
Email afrance@inia.cl
Web www.inia.cl
Género
Masculino x | Femenino
Etnia (B) No aplica
Tipo (C) profesional
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Investigador
Tipo de actor en el Proyecto (A)

Miguel
Nombres
Apellido Paterno Neira
Apellido Materno Caamaiio
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o UACH
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion
Tipo de Organizacion

Publica Privada
Cargo o actividad que Docente
desarrolla en ella
Profesion Ing Agronomo
Especialidad Entomdlogo
Direccion (laboral) Independencia 641
Pais Chile
Region De los Lagos
Ciudad o Comuna Valdivia
Fono 63-221232
Fax 63-221233
Celular
Email mneira@uach.cl
Web
Género

Masculino Femenino
Etnia (B)
Tipo (C) profesional

(A), (B), (C): Ver notas al final de este anexo
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desarrolla en ella

Investigador
Tipo de actor en el Proyecto (A)

Rodrigo
Nombres
Apellido Paterno Aviles
Apellido Materno Rodriguez
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o INIA
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion
Tipo de Organizacion

Publica X |Privada
Cargo o actividad que Investigador

Profesion Ingeniero Civil Industrial
Especialidad Proyectos
Direccién (laboral) Av. Vicente Méndez 515. Chillan
Pais Chile
 Region Vil
Ciudad o Comuna Chillan
Fono 42-209513
Fax 42-209599
Celular
Email raviles@inia.cl
Web www.inia.cl
Género
Masculino X |Femenino
Etnia (B) No aplica
Tipo (C) Profesional
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Investigador
Tipo de actor en el Proyecto (A)

Marta Emilia
Nombres
Apellido Paterno Rodriguez
Apellido Materno Sanhueza
RUT Personal
Nombre de la Organizacion o INIA
Instituciéon donde trabaja
RUT de la Organizacién
Tipo de Organizacion

Puablica X |Privada
Cargo o actividad que Investigador

desarrolla en ella

Profesion

Ingeniero Agrénomo

Especialidad

Control Biolégico Apicultura

Direccion (laboral)

Av. Vicente Méndez 515. Chillan

Pais Chile
Regién Vil
Ciudad o Comuna Chillan
Fono 42-209667
Fax 42-209720
Celular
Email mrodrigu@inia.cl
Web www.inia.cl
Género

Masculino Femenino
Etnia (B) No aplica
Tipo (C) Profesional

(Se deberd repetir esta informacion tantas veces como niuimeros de coordinadores e integrantes del
equipo técnico participen)
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Tipo de actor en el Proyecto (A)

Beneficiario Directo

Agustin
Nombres
Apellido Paterno Infante
Apellido Materno Lira

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o
Instituciéon donde trabaja

Centro de Educacién y Tecnologia

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacion

Publica x |Privada
Cargo o actividad que Director
desarrolla en ella
Profesion Ingeniero Agrénomo
Especialidad
Direccion (laboral) O’Higgins # 301
Pais Chile
Region Vil
Ciudad o Comuna Yumbel
Fono 43-431342
Fax 43-431342
Celular
Email cetbiobio@terra.cl
Web
Género
Masculino x |Femenino
Etnia (B)
Tipo (C)
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vinculados al proyecto)

Ficha Participantes o Beneficiarios Directos

(Esta ficha debe ser llenada por cada uno de los beneficiarios directos o participantes

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Beneficiario Directo

Rubén
Nombres
Apellido Paterno Gutiérrez
Apellido Materno Velasquez

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Asociacion Gremial de Apicultores Region Bio-Bio

RUT de la Organizacién

Tipo de Organizacién

Publica Privada

Cargo o actividad que
desarrolla en ella

Representatnte Legal

Profesion
Especialidad
Direccion (laboral) Central Los Notros
Pais Chile
Region VIII
Ciudad o Comuna Santa Barbara
Fono 43-698246
Fax 43-698246
Celular
Email biomielag@hotmail.com
Web
Género
Masculino X |Femenino
Etnia (B)

Tipo (C)
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Ficha Partfci@ms o Beneﬁcigrz‘os _Dz'recz‘os

vinculados al proyecto)

(Esta ficha debe ser llenada por cada uno de los beneficiarios directos o participantes

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Beneficiario Directo

desarrolla en ella

Jaime
Nombres
Apellido Paterno Quiroz
Apellido Materno
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o BIOGRAM
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion
Tipo de Organizacién

Publica Privada X
Cargo o actividad que Gerente

Profesion
Especialidad
Direccion (laboral) Las Canteras 8534, Parque industrial la Reina, Santiago
Pais Chile
Regién Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago
Fono 434 5144/ 45
Fax
Celular
Email
Web www.biogram.cl/
Género
Masculino X |Femenino
Etnia (B)

Tipo (C)
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SELECCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL DE Varroa
destructor (Acari: Varroidae) POR CRECIMIENTO A 30 Y 35°C.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion y multiplicacion de aislamientos

Se utilizaron 50 aislamientos de B. bassiana y 48 de M. anisopliae var. anisopliae,
seleccionados de la coleccién de hongos entomopatdgenos del Centro Tecnoldgico de
Control Bioldgico del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Quilamapu, los
cuales se encuentran almacenados como cultivos monospdricos a -198 °C en
nitrégeno liquido. Para cada uno de los aislamientos se efectué una siembra tomando
conidias con ayuda de un asa bacterioldgica. Las conidias se esparcieron en forma
superficial sobre medio nutritivo de, contenido en placas Petri de 90 mm de didametro.
Las placas se incubaron a 25 °C durante 2 6 3 dias.

Evaluacion de crecimiento radial

A partir de los cultivos realizados y antes de observar desarrollo de conidias, del borde
de crecimiento de la colonia se extrajeron discos de 5 mm de didmetro de agar mas
micelio con un sacabocados. Estos discos se depositaron en el centro de placas Petri
con medio ASD, quedando en contacto el micelio con el medio nutritivo. Las placas se
incubaron en camaras de incubacion, en oscuridad, a temperaturas de 30 y 35 °C. El
crecimiento radial de la colonia se registrd periddicamente, durante 18 dias, midiendo
el radio de crecimiento desde el centro de la colonia en cuatro ejes equidistantes,
previamente marcados en la parte basal de cada placa..

La unidad experimental correspondid a una placa Petri. El disefio experimental
utilizado fue completamente al azar con tres repeticiones para cada aislamiento y
tratamiento de temperatura. Se realizo anélisis de varianza y separacién de medias
utilizando la prueba de comparacién mditiple de Tukey.

Tasa de crecimiento

Los datos de crecimiento radial se expresaron como crecimiento (mm) a través del
tiempo. A partir de las regresiones lineales de cada repeticion se calculé la tasa de
crecimiento para cada aislamiento y temperatura, la que correspondid a la pendiente
de la regresion (Ouedraogo et al, 1997). Las diferentes tasas de crecimiento se
compararon al dia 18 postsiembra.

RESULTADOS

Evaluacion del crecimiento radial

Todos los aislamientos de B. bassiana evaluados presentaron crecimiento a
temperatura de 30 °C. La tasa de extensién de la colonia varié desde 0,043 a 1,99
mm dia * siendo el aislamiento Qu-B323 el que mostré mayor desarrollo, seguido de
los aislamientos Qu-B910, Qu-B392 y Qu-B389, entre los cuales no hubo diferencias (p
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< 0,0001) (Figura 1). A 35°C, 14 de los 50 aislamientos evaluados presentaron algin
grado de desarrollo de sus colonias, de los cuales Qu-B303 fue el mejor (p < 0,0001),
seguido por Qu-910 y Qu-B323 (Figura 1). A pesar que la tasa de crecimiento del
mejor aislamiento, a temperaturas de 35°C, no superd los 0,5 mm dia?, ésta fue
similar a lo observado a 30°C, indicando tolerancia a este rango de temperaturas.
Mientras que en los otros aislamientos se observé una marcada reduccién a mayor
temperatura, caracteristica que concuerdan con Tefera y Pringle (2003) quienes
observaron una disminucién en el radio de crecimiento de aislamientos de Beauveria a
35 oC.

Respecto a M. anisopliae, se observé desarrollo de todas las colonias a 30 °C,
temperatura a la cual las tasas variaron desde 0,14 a 3,39 mm dia®, siendo los
aislamientos Qu-M38 y Qu-M285 los que alcanzaron el mayor crecimiento (p <
0,0001) (Figura 2). La incubacién a 35°C indicé que solo 24 aislamientos pudieron
desarrollarse, con tasas de crecimiento que variaron desde 0,017 a 2,17 mm dia™. El
aislamiento Qu-M845 presentd el mayor radio (2,17 mm dia™), siendo ademds uno de
los que mejor reacciono a ambas temperaturas. Qu-M984 y Qu-M256 no fueron
afectados por el alza de temperatura (p < 0,0001), mientras que el resto disminuyd
estadisticamente su crecimiento (Figura 2).

En este estudio, se observd que la respuesta en el crecimiento bajo las dos
temperaturas evaluadas varié considerablemente entre los aislamientos y las especies,
es asi que hubo una mayor cantidad de aislamientos de Metarhizium que crecieron a
30 y 35 °C, que lo observado en Beauveria.

Los requisitos térmicos de los aislamientos de hongos estudiados como potenciales
controladores de V. destructor es que deben estar adaptados a las temperaturas
existentes en el nido de cria de las colonias de abejas. Al igual que lo sefialado por
Davidson et a/., (2003), nuestros resultados indican que los aislamientos seleccionados
crecen a temperatura de 35°C, con lo cual también podrédn funcionar a las
temperaturas de la periferia del drea del nido de cria (32,5 -33,4°C), que es donde los
acaros se reproducen preferentemente (Le Conte et a/, 1990).

La temperatura de la colonia de abeja cambia marcadamente entre el verano y el
invierno. En el verano las temperaturas son mayormente dependientes del ambiente.
El drea de cria usualmente se mantiene de 32 a 37 °C mientras que el resto de la
colmena mantiene temperaturas de 28 a 33°C. En invierno en tanto, las abejas se
conservan activas para generar calor y permanecen juntas para reducir la tasa de
pérdida de energia. En regiones templadas la temperatura invernal del nido de abejas
se mantiene normalmente entre 20 a 30°C (Shaw et al, 2002). Si bien, las
temperaturas evaluadas se han basado en las condiciones de la colmena de abejas en
verano, se estima que los aislamientos seleccionados también funcionaran bajo las
condiciones de temperatura en invierno.
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ESTUDIO DE LA’RELACIéN TEMPERATURA-CRECIMIENTO DE HONGO
ENTOMOPATOGENOS, COMO POTENCIALES CONTROLADORES DE
Varroa destructor (Acari: Mesostigmata).

Marta Rodriguez y Marcos Gerding.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias [INIAL, Centro Regional de Investigacion Quilamapu, Chillan, Chile.

INTRODUCCION

Antecedentes de control de Vamoa reportados en otros
paises con hongos entomopatégenos (HEP), motivaron la
realizacién de un proyecto financiado per el Fondo para la
Innovacién Agraria (F1A), ejecutado por el INIA Quilamapu y
la Universidad Austral de Chile, que tiene por objetivo
desarrollar un acaricida biolégico a partir de aislamientos de
Beauveria y Metarhizium nativos y especificos para el contral
de Varroa destructor,

Para seleccionar aislamientos capaces de soportar las
temperaturas del nido de cria de las abejas (30-35 °C) se
realizo una evaluacion de la biclogia termal de 32
aislamientos de Beauvena bassiana y 32 de Metarhizium
anisopliae pertenecientes a la coleccién de HEP de INIA-
Quilamapu, a 5 temperaturas diferentes (15, 20, 25, 30,
35°C).

MATERIALES ¥ METODOS

Los ensayos se realizaron en el laboratorio del Programa de
Cantrol Bicldgico del INIA-Quilamapu de Chillan.

A partir de placas inoculadas con cada aislamiento, se
extrajeron del borde de crecimiento de |a colonia discos de 5
mm de didmetro de micelio. Estos fueron depositados en el
centro de placas de Petri con ASD. Las placas fueron
incubadas en oscuridad a diferentes temperaturas; 15, 20,
25, 30 y 35°C, El crecimiento radial de la colonia fue
registrado periddicamente a ftravés de ftres radios
equidistantes. Las mediciones se suspendieron cuando la
colonia alcanzé el borde de la placa.

El disefio experimental utilizado
azar con fres repeficiones para
tratamiento de temperatura,

Los datos de crecimiento radial (mm) fueron graficados en
funcion del tiempo, de manera de calcular la tasa de
crecimiento para cada aislamiento y temperatura. Los datos
oblenidos fueron sometidos a andlisis de varianza y
separacién de media mediante la prueba de rango mdltiple
de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

Las figuras 1 y 2 muestran las tasas de crecimiento de los
distintos aislamientos de B. bassiana y M. anisoplise var.
anisopliae obtenidas en condicicnes de laboratorio, para los
diferentes tratamientos de temperatura.

Los resultados obtenidos indican que los aisiamientos de
B ia b son caf de crecer a lemperaturas
desde 15 a 30°C. Sin embargo, las mayores tasas se
observaron a temperaturas de 25°C, (Figuras 1c).

A 30°C, las tasas de crecimiente variaron desde 0,25 a 1,5
mm dia' siendo el aislamiento Qu-B297 el que obtuvo la
mayor tasa (Figura 1d). A 35°C en tanto, se observa una
marcada disminucién de las tasas de crecimiento
permitiendo inferir que esta especie es sensible a esta
temperatura (Figura 1e).

Para M. anisopliae se observo crecimiento en todas las
temperaturas evaluadas. Sin embargo, al igual que en el
caso anterior las mayores tasas se cbservaran a 25°C.

A temperaturas de 20 y 35°C no se observo limitaciones del
crecimiento para la mayoria de los aislamientos. A 30°C el
aislamiento que alcanzo la mayor tasa de crecimiento fue
Qu-M285 (3,5 mm dia') seguido por los aislamientos Qu-
M518, Qu-M363, Qu-M38, Qu-M448, Qu-M151 y Qu-M824
que en promedio alcanzaron los 2,75 mm dia?. A 35°C, las
mayores tasas de crecimiento variaron de 1 2 2 mm dia-1
para 12 aislamientos, siendo Qu-M518 el que alcanzo el
mayor desarrollo a esta temperatura.

E-mail: mrodrigu@inia.cl

Tl Te ey i

R e )

L2
Figura 1. Radio de crecimiento de diferentes aislamientcs
de Beauvena bassiana cultivados 3 15 (a), 20 (b), 25 (c).
30 (d) y 35 °C (e).

Figura 2. Radio de crecimiento de diferentes aislamientos
de Metarhizium anisopliae var. anisopfiae cultivados a 15
{a), 20 (b), 25 (c). 30 (d) y 35 °C (e).

CONCLUSIONES

<De los 32 aislamientos de Beauveria bassiana evaluados 17 crecieron a temperaturas de 15 a 30°C. A 35 °C en tanto, se

observo muy poco crecimiento.

«Todos los aislamientos de Metarhizium anisopliae crecieron a temperaturas de 15 a 35°C. A 35°C, 17 presentaron aumento en
su radio de crecimiento pero solo los aislamientos Qu-M38, Qu-M256, Qu-M285, Qu-MS518 y Qu-MB24 presentaron diferencias

significativas.

+La importancia de estos aislamientos de crecer a altas temperaturas, seria que eventualmente pudieran ser seleccionados
para el control de Varroa destructor, considerando |a temperatura intema que puede alcanzar la colmena.




5.4, Efecto del Hongo Entomapatdigeno Metarhizium dnisopline Metsh. (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) Sebre la Viabilidad de Abejas 4pis mellifera L. (Hymenaptera:

Apidae) en Laboratorio
Victor Montes®, Marta Rodriguez?, Marcos Gerding=. Miguel Neira® v Ricardo Ceballos®

Varroa destructor es un dcaro parasitc externo que ataca g abejas meliferas, provocando la
enfermedad denominads varroasis. V. destrircior sclamente puede reproducicse sobre colonias de

abgjas, y es recenocido como el parasito de mayor Imp:z.cm ccondmice en la n.picul:ura. Este
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efectos nocives, ampliamente conocidos, de los inseckicidas quimicos
asoctada, es gue El Ceniro Tecneldgice de Control Biolégico (INIA Quicsm pu) €n Conjunto comn

la Universidad Ausiral de Chile esién abocados ¢ desarrollar un biopesticida, a base de hongos
A

entomopatdgencs, para controlar bioldgicamente al acara [T desirucior En eswudios preliminares
¢ ha Iu'rrm_cf msia:: identiificer ¥ seleccionar un aistamrienta de Metarhiziumm anisopliae, Qu-

ogra hasta un 70% de conwol de la plaga cn colmenas
tratadas. Sin embargo no se cuenia con aptecedanies de este microorganismos sobre abeias por ko
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tabarateria. Se colectaren pe*;eies 2 criz de abejas operculados los cuzles fueror tncubadoes & 33

C parz la emergencia de adulios. Las abejas nacidas fueron confinadas en contenedores de vidria
(20x7° 50 cm) v alimeniadas con jarabe de miel con tres concentraciones de conidias del
aisla.  coto Qu-ME4S5 (106, 107105 v [09 comdia mL-1). Un tratamiento de jarabe de mrel sin la

adicion de conidias fue tncorporado come control. Se empled un disefio completamente al azar
con cinco repeticiones. Se registrd cada 24 haras por 17 dias el nimero de individuos mtuertos,
los que pasteriormente fueron incebados en edmara hameda para corroborar la presencia det
hongo. Los datos fueron sometidos a analisis estadistico mediante {a prucha de Chi-cuadrade

(P<0,03).

Solamente la concentracidn 109 contdic ml-1 alcanzd vn mivel de mortatidad signthicative
respecto de las otras concentraciongs evaluadas (P < 0.01), alcanzando un 34%. La CLL  ue

1,15x 109 conidias mL—L la cual es superior a la CLS0 104,6 de varroa. A partir de estos resu ados,
es posible concluir que al emplear una adecuada del hongo no causard la muerte de abejas. Sin
embargo, aun falta determinar su efecto en terreno v evaluar el efecto de la colonizacidn por el
hongo sobre la conducta de las abejus.

' Universtdad Adventista de Chile.

= Centro Tecneldgico de Cantrol Bioldgico. Instituts de investigaciones Agropecuarias INTA-Quilamapu.
www.comralbiskogrcochile.cl

3 Universidad Austral de Chile.
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~ destructor (Acari: Varroidae).

Marta Rodriguez, Marcos Gerding and Andrés France.
Instituto de Investigaciones Agropecuarias [INIA), Centro Regional de Investigacién Quilamapu, Chillan, Chile.

COoOMIZNO DE Gt
FDATOR FARA LA
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Introduction
An altemative to
ciused by Furre
bialoy :
entomophatogenic fungi The C
Institate of ural Research,
INIA, bas collection of pative
entomophatogenic  micro-organisms
which ™ includes 800 i
entomophatogenic  fun Bewsveria
bussiamg and Aeturluzium amsopfioe
Consequanly. the objective of - this
work was to select, through laboratory: ©
and field trials the most virulent and
specific  isofates 1o develop @
biological acaricide for m.m:L.m:lmr
of I~ dexrmctor on h:l\n

reduce  dam;

Mdutariiztam antsoplioe

Laboratory Trials i
10 M. anisoplioe and 42 8. hassiarna i
resistunt jsolates to surv it I1U11I:‘U bee

35°C) to select
‘csrm;ur-llun.(‘l'l-h C).

The selected isolates were mcuul:u.ed by 5pmu|n3 & suspension of’ 107 comdia m* directly on .u.u]! of |
diexernvrog through w Potter ower, The treated mites were maintnined on hondy' bee pupae. Mortality of
szt_mr with different mlmnmr:gmuu! ‘daily and the dead mites were mmh.m:d i wet chamber.

“Elne best solate* Qu-MB4S AL Mpb:u wian ovalated at different concentrations (T 7 and [0°

wonidia mLs") ‘on BT n’:.m:m a

Field Trials

A field trial was perfonmed through three different application methods: TL. Filter paper i
conidiz located inside the bive, T2, Dry conidia were powdered on and between the frame h
Comdia d‘l\p:mc: ar U: I!l = entrv. The control et (T0) was 2 \\il.hcu: fung

estrmated hc.fnrc and after applicarions, a.ud'. mifes lmmlhw _'pcr :Lr' was uﬂtl.'lcd using, @ “-Ir:k
lun.ahcd on this bl:ch e floar:

-'l'h: mmtplﬂwgm isolates: of AL amsoplive were (}Lh\fs-l'f and Qu-M326 which caused the highest
rates of morality of b destrucror. B byt @i nok produce Sigaifieant mormiiey (Fishire 1) 1o th pest

- Qu-ME45 cmsed 987, of mit

1 dusarming the Lethal Cum.n.nu'.u-on '|I1 (FC50) in faboratory:

with dilferent methods of spplication of Metarkisum

Lmﬂﬁ]ﬁ
Tyi1d14 111

Fionre L Varrva deseratior mortalily Gaised 0V the imicalnion with differens olates of Sfrusrerds bussdona
1Qu-B) aml Metwrhizium arioplive var. anisoplice (Qu-M).

ortality 7 days post in

Figure Z Mortality of Fusroa destrmctor, imeulaidd with
! iifferent concentration of Weturhizivme aniopliee var.
antinapdie (ha-MBLS isglate.

Flgure L Probit regresiun of mortality curve of
Furrva  destructy mneuluted  with  dilferent
concentrations  of  Wetarbiziurne  wwi i
amisupriine | Qo-YIHET iwfate

e level of infestation: ol mites before o between S 31 (0 ©342 % in L
all M. anisoplice weatments showed e o feved than the comrol which fnen
‘The best treatment was dry conidin powdered in the hive which fedusced in 07.03% the level of infestdon with
F. ulestrmceer (Figurs 4)

Lok bt s 1 it Wves §

wvel of infivtatinn with Firrwd distracoer i eolonigs befure and' after lrralr:-l with Qu-
e o Merariiine amisppliveg vir: adsoplise.

- a_w ey s
Pl e wim g e OO = o= 2@

W oBouw oW oB N

Figure & Cumnlative mortulity of . devructor over time  Figure 6. Comulutive mortality of hooey bees over
time with dilfercat methods of  application  of
Wetwrhiziune anisepliow var. amivaplice Qu-MR4S

bolates

amisepilioe var. atiwplipe Qu-VisS isolares,

Meturhizinm apisoplive var,
arisopliae an Varroa
udestructor.




tral Biolégice de 1 arroa destructor ( Acari: Varroidae)
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Centro Tecnoldgico de Cantral Bieldgico del Instituro de

de Chilblan (CRI-Cluifamapu). en conjunte con ia Universidad

Adicionalme
En ¢l sector de aslamicnro Qu-MS4S aplicado comwo

comest de diametro. [os que fueron ubicad

3 IFOT AL [CsinZgs o

) L O —— VRPN, "SRR . . - SO, J. -SRI .. SO
S CXpE amente al azar con 10 FSRCLICIONSS. S¢ e
por 33 dias, v ¢ ¢ mediante ia
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Ju-MB4S gumento st
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$ase 2 RoNEgS CRlMGpatos
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evaluande el cempﬁrs_ﬁmicnia.

formas ds aplicaci:‘nn-

{ Cenire Tecnoidgics de Contral Bioligico.
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CONTROL BIOLOGICO DE Varroa destructor CON HONGOS ENTOMOPATOGENQOS,

Marta Rodriguez S. y Marcos Gerding B
Dpfo. de Produccién Vegetal, INIA-Quilamapu. E-mail: mrodrigu@inia.cf

Varroe Cestrucior 83 un &care ecloparasiic de la ebeja de mie! Apis melifers que causa serics dafics en [z
srocuccitn apicoiz ianic 2 nivel nacienal come mundial.
Unz gifemziiva promisonza gue pueds gyudar 2 reducir ¢ eliminar los problemas causades por estz plag
conirad bickigice por medic de microcrganismes.
En Chile, e INIA Quilamzpi, de Chillén, Gispone de micresitanismes eniomagaitgenos entie los que desiscan
800G aiclamienios de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizivm anisgofize, consliiiuyendeo la (nica coieccidn
exisfenie en ¢l pais
Can & proodsito de encantrer sislemienios nativos de hongos enfomopeitgencs conirviederss de Warme desiucior
se comenzd ha desamallar a pariiy del afic 2805 un proyecic fnanciads por & Fonde parz [a Innovadan Agreriz
(Fi&}, ejecutade por el INIA Quilamepu. y le Universided Ausiral de Chile.
Lz primerz elape del provecio consisiic en evaliar Iz biclogie Emal de 31 aislam
y 31 de Metarhizium enisoplize 2 5 termperaluras diferentes (1*1 20, 25, 30, 35
capaces ¢e saporizr les temperaiuras del nido de cria de les abejas (36-35 °CL
4 gislamientos de Meiadiizium anisoplize y 4 de Eeumrﬂ:c ba&ﬁ“arn seleccionades en la etzpa anterior fueron

eveluados eplicando dirscizmente suspensiones ¢e 107 conidias mL~" pasz cade aislamienio sobre hembras
adultas de vamoa, con el sistema de pulverizecién de la toire ds Polier. Lz morizlidad y esporulecion sobre
dcaras, fueron significativements mayares con los aislamientos Qu- M&iﬁ ¥ Qu- Es,u.;ﬁ de Melamizium anisoplize.
Ambaos aislamientos fveron evaluadas nuevamente aplicande 167 cenidies ml ~! sobre 10 vamass foréticas
ma'EEE{elf‘IcS sobre gbejzs aguiias confinadas con un trozo de panal en cales de vidrio y conservadzs en ascuridad

5-30°C. La marialidad de &caros fue evaluads mediante la coleciz de cadéveres en papel con vaselina. Los
individuos muerios colecizdas fueron incubadas en cdmera himeda parz Compfonsr SU muerie gor honge. De
acuerdo g eslo ¥ a su inocuidad sobre shejes se selecdione la cepe Qu-MELS de Mefertizium anfscpfies como
lz mes efeclive
Lz eveluadicn en tcﬁc’ o de was diterzntes méindos de aplicacién de una dosis de 5xi 0° conidizs del sislamiento
Qu-3845 por colimenz, moshS dn~—r~ﬂmas Engortanies entre las colmenss ne E“tzd-.:s tiesligs] v las colmenas
scbre les cusles se pulvenzo esporas. 14 dizs despuds de = aplicacian, se apredié una difersnciz ce hastz
70.0% raenes de infesiacién que |2 existentz en [2s oolmenas lestige.
Los resulfadies indican que es faciible desarrollar un aczricids biolégice 2 base de estos henges perc, atin gueds
determinar e desis exzcia de produdio, frecuencia y &peca éptima de eplicacidn ademés oe medir su verdadero
gfedic sobre las zbejes.
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CONTROL BIOLOGICO DE Varrog destructor CON HONGOS
ENTOMOPATOGENOS
Marta Rodriguez y Marcos Gerding.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias [INIA), Centro Regional de Investigacion Quilamapu, Chilian, Chile.
E- I'IIEI]I mrnllngu cvmla l:l

Caleceion de Hongos
Entomopatégenos INLA - CRI
Quilamapu
e e aand T

l:qu: prmem) Tene por obp:cn.o desarrallar un :.ununh buulugt:n -pur ef manejg py contaminante de b

drm-m.mr sobre ln h"m.‘dl. les HEP nativos

Lus primenas prughas o

- Muteriales y Métados

x et evaluar o moralidad de varroa con aislamientos die Beauveria v

. Metarhioum xia.uur':uius |.ur crr.w a Srmpu'mm dei0a 3q *C.

Pruebas de
patogenicidad

{‘Eas pruchas se realizaron
“aplicando - mediante - el
sistema de pulvertzacion de
I Torre de Putier,
L suspensiones de 107 conidias
mL* de ecada mslamiemo.
sobre vamoas adultas
§ colectadas desde rerreno.
¥ I;un_m_lm worreas mesebdas
& fueron  mantenidas  sobre
| pupas de zAnganos

e

De los auslumlentos
AL anisoplice evaluados
(Figura 1). 10 causaron
algan grado de
mortalidad, pero solo
Qu-M845 v Qu-M3I6
presentaron indices altos
de momalidad. 80% ¥
75% respectivamente

Mortalided (%)
cd HEESRRARY

Mortalidad (%)
«aBEEZTIELEE

: Flmrl | 8 ‘h:rﬁl.lklml. da Farnva dedructor innealudas. o &Linm sinlammicntos de M
. arisap e var. ndlnyl'kr‘.

De i +los - .- cuaro |

{aislumientos: . Fde
Bemmverix c'ralu:ndni E
res causaron
mortalidad pero, ‘en un
bajo poTcemaje.
descarmmdose por anta
su use para funiras
aplicaciones

. Frgprzs X Morralidud de Ferme desrucnee inoculudus eon distioms. aislsmieatns e
Do, 3

Heouveria

Con el dnlamiemn Qu-MB45 selersionado por pﬁxhin:.if un ltw purcentaje di mortalidad de varroas. en
' Jaboratorio, se realizo un nuevo ensayo parn evaluar el método optimo de aplicacion def hongo en temamo

Los metodas mﬂu.:dus faeron: mmpa
de  esporas, - esporns  estampidas |y
esporas puras aplicadas entre fos panales,
en drsis de 3310 condias por colmena.
Ademis de un control sin aplicacion

Antes, de lr.n:t:: las :lphc:n.iuu:s s
ma'lmro o porcentaje inmicial —de
infestacion por calmena (Figura )

Tnicialmente s
ubservo  que no
habia  diferencias
significativas  en
los porcentaje de
infestacion por I
desfrucior  entre

%)

Infeatacldn por varroa

lns colmenas

Traamlentos
P T

Durante 21 dizs s evalug fa ciidt de dutoum et el pives dis laa colimena '{F-'hmr; <), Eas vamoas
encontradas, fireron incubadis en cimaras himedas para detectar sintomas de parasitismo por hongo

Fizpra X Niveles e infi

it poe Varrow

Se observaron
diferencias
importantes = eéntre
las colmenas
tratadus con
esporas puras ¥ el
resto dee los
tramientos. .
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tdesde - of piso de s
B colmenas tratadas con la
fl aplicacion de esporas puras
de  aislamiento  Qu-M345
mostraron  sinlomas | de
§ parasitismo ¥ esporulacion

parasitadas por el aislamiento Qu-ME4F de

Uerarfuzim amsopfiae var amsophag.
Al evaluar
nuEvainente los
porcentajes dee
infestacion en cada
I.I:['T[l."l.‘l se ubservo

ficativas - entre
colmenas

Infestacidn pof varron
%)

las
tratadas con hongo
y el resteo a los 11
dias de reahizada Ia
aplicacion.

Tramps de
wapoias

Eapeiin Esporan puras
[TEL E

Tratamientos

Fignra 5, Niveles die Infstaelin: e Purred detrustve .m enlmemin trafifus sne el ablamienin.
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Control bioldgico de Varroa destructor
ntomopatogenos

Foto 1. Varros destrucior

= I acaro Varroa destructor {Acari:
L. Varroidae) es originario de Asia,
donde parasita a la abeja Apis cerana.
Debido a la rashumancia comenzo a
parasitar a la abeja de miel Apis mellifera
causando serios danos enJos colmenares

entodo el mundo. Desde suintroduccion © 14
a Chile, en claino 1992, se hadistribuido | E 12 'I
a casi la 1otalidad del pais ocasionando | B . SRR i
graves perdidas econdmicas entre Jos | & 10 ; !%#
apicultores. = E : 2
La enfermedad ocasionada por este 3z
dcaro {Varroasis) sc inicia cnando la § 5~ 3 g
hembra fecundada de ¥ destrueforaban- X ":": 4] R Sl
dona ala abeja adulta que ha parasitado | 2 ! : = !
ypencraenunaceldilladecriadeabeja | € 2
apuntodeseroperculada Alas48horas | &

de haber sido puestos los huevos nacen t
las ninfas del @caro, las que comienzan
a alimentarse de Ia hemolinla de la cria

Sin Tratamiento Aplicecion HEF

b e




de abeja.

En las abejas adulias. la hembra de
¥ destrucior busca las zonas blandas
para perforarlas y succionar la hemol-
inla de su huésped, causando dos tipos
de dano: un dano fisico al disminuir
¢l conienido de proteinas y un dafio
16xico inlecdoso, debido a la transmi-
sion de microorganismos causantes de
enfermedades virales y bacterianas.

Los acaricidas regisirados en el Ser-
vicio Agricolay Ganadero (SAG] para ¢l
conuro] de la enfermedad son Amitaz
{tiras), Bayvarol (Flumetrina) ¥ flume-
1rina {tiras). Sin embargo, ¢s factible
£NCONLIAr Tesistencia a estos productos
¥ ademas residuos de ellos en miel y
cera tuando son aplicados indebida-
mente. Otraalternativa de control es el
uso de accites y dddos organicos como
el acido formico, oxdlico ¥ el tmol, los
cuales han sido intensamente estudia-
dos en Europa y Asia

Unaaliernativa de control que aiin no hasido explotada
es ¢l uso de agentes de conirol biologico, practica que en
Jos fltimos afics ha cobrado creciente interés, debido ala
preocupacion por coniar con nuevas formas de control de
plagas no conlaminantes y mds amigables con el medio
ambieme. Ademas. se dispone de mas informacion sobre
la biologia ¥ produccion masiva de esLos organismos.
incluyendo Jos hongos que atacaban a la varroa.

Antecedentes sobre el uso de hongos entomopatogenos
{HEP) sefalan que es posible controlar dcaros en todos
sus estadios, con hongos 1ales como Beowuveria bassiana
v Merarhizium anisoplige. Ensayos de campo realiza-

e
J hongo
- entomcpaisgeno Melarhizium znisoplize.

dos sobre colmenas de abejas en Estados Unidos han
demostrado la capacidad de A4 anisoplioe para controlar
¥ destructor.

En Chile, desde €l afio 2005, €1 Centro Teenologi-
to de Control Biologico del Instiluto de Invesrngaciones
Agropecnarias -IN1A-, (ubicado en el Centro Regional de
Investigacion Quilamapu, Chillan) en conjunto con la
Universidad Austral de Chile ¥ con €] apoyo del Fondo
para la Innovacion Agraria {FIA), han estado desarro-
llando ¢l proyecto *Desarrollo de un acaricida biolagico
para ¢l mancjo no contaminante de Yarroa desirucior en
colmenares comerciales™, cuye objetivo es establecer una
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estralegia de manejo de varroa. mediante la elaboracién y
uso de un bicacaricida en basc a HEP chilenos.

Hasta el momento los resultados obrenidos han permitido
seleccionar un aislamiento del hongo M. anisopliae denomi-
nado Qu-M845, que en ensayos de laboratorio ha logrado
un control del 98% de dcaros. Asimismo. en evaluaciones
de terreno este aislamiento ha Jogrado un control de 67%
de varroas cuando se aplicaron las esporas sobre y enrre los
panales de las colmenas en otofo (Figura 1 ¥ 2). En aplica-
ciones en primavera este aislamiento incrementd la caida de
varroa en un 50% en comparacion a colmenas en las cuales
10 se aplicaron estas esporas.

La especificidad de este tipo de conirol asegura que su
aplicacion no dafard a las abejas. Lo anterior, junto con la
capacidad patogénica del aislamiento seleccionado para el
mancjo de Farroa destructory su tolerancia a 1as condiciones
ambicniales a las que serd expuesto, permite considerar a
los HEP como una nueva alternativa de control para esta

plaga.

Glosario

Hemolinfa: sangre de los insectos.

Aislamiento: cepa de hongo entomopatégeno obtenida desde
muestra de suelo o insecto parasitado. ¥

il




EFICACIA DE Metarhzium anisopliae PARA EL CONTROL DE Varroa destructor (Acari:
Varroidae) EN COLMENAS DE ABEJAS (Apis mellifera)(Hymenoptera: Apidae).

Marta Rodriguez S', Nélida Molina?, Marcos Gerding P' y M. Neira®.

'Centro Tecnolégico de Control Bioldgico, INIA-Quilamapu. E-mail: mrodriqu@inia.cl
2Facultad de Agronomia, Universidad de Concepcion Campus Chillan.
*Facultad de Agronomia, Universidad Austral de Chile.

El Centro Tecnoldgico de Control Biolégico del Instituto de Investigaciones Agropecuarias,
en conjunto con la Universidad Austral de Chile, se encuentran desarrollando un acaricida
biolégico en base a hongos entomopatégenos para el manejo de V. destructor, plaga
clave en la produccién apicola nacional y mundial. A la fecha se ha seleccionado el
aislamiento Qu-M845 de Metarhzium anisopliae var. anisopliae, por su alto nivel de
virulencia sobre la plaga. Con el objetivo de evaluar en terreno la efectividad de diferentes
concentraciones de conidias estampadas con goma arabiga en tiras de papel se realizé
un ensayo en el cual se probaron concentraciones de 0, 10", 5x10%, 10" y 5x10"
conidias por colmena utilizando ademas un tratamiento con acido férmico. El disefo
experimental fue bloques completos al azar con 4 repeticiones (una colmena como unidad
experimental). La evaluacion se realizé midiendo la infestacion por el acaro con lo cual se
calculé la efectividad de cada tratamiento. Los resultados obtenidos indican que se obtuvo
una eficacia entre el 56 y 74% con los diferentes tratamientos de hongos siendo ademas
similar estadisticamente a la alcanzada con acido férmico (79%) (p<0.05).

Posteriormente, se realizé una nueva evaluacion donde se midi6 el efecto de diferentes
métodos de aplicacion de la concentracion de 5x10'" conidias por colmena sobre la
actividad de las obreras para lo cual se midi6 el trafico (entrada y salida de abejas desde
la piquera) y el peso de cada familia al inicio y final del ensayo. El disefio utilizado fue
bloques completos al azar con 4 repeticiones. Los tratamientos fueron esporas
estampadas con goma arabiga, esporas espolvoreadas, acido férmico y un control sin
in6culo. Las evaluaciones indicaron que la actividad de las abejas no se afectaron por las
aplicaciones del hongo, ni tampoco el peso de las colmenas. Se concluyé que el
aislamiento Qu-M845 de M. anisopliae se presenta como una alternativa viable para el
control de V. destructor.
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