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Resumen

Las abejas son los principales insectos polinizadores de diferentes especies vegetales
favoreciendo la diversidad bioldgica, la conservacion de las especies amenazadas y a
la produccion agricola. Ademas las abejas meliferas son importantes por la produccién
de miel, polen, propoéleos, jalea real y apitoxina, que son ampliamente utilizados por el
hombre con diversos fines. Actualmente la sanidad de las abejas conforma uno de los
problemas mas grandes a los cuales se enfrentan los apicultores. Existe una variedad
de patdgenos que pueden afectar las abejas meliferas aumentando la mortandad de
las colonias, entre ellos se destacan, el microsporidio Nosema ceranae, el acaro
Varroa destructor y diversos virus ARN. El uso de antibiéticos y acaricidas en la
apicultura no es recomendado ya que su utilizacion trae aparejadas diversas
desventajas, entre ellas la generacion de cepas bacterianas resistentes, el desbalance
de la homeostasis de la abeja y residuos que pueden permanecer en la miel afectando
su calidad para el consumo.

La administracion de probidticos como aditivos en alimentos es una estrategia
ampliamente utilizada para mejorar la salud tanto en humanos como en animales. Los
probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
apropiadas, confieren al hospedero un beneficio para la salud. En estudios previos de
nuestro laboratorio, se aislaron, caracterizaron e identificaron 4 cepas bacterianas a
partir del intestino de abejas de colmenas histéricamente sanas con potencial
probidtico. La administracion de esta mezcla en modelos de cria e infeccién de larvas
y abejas en el laboratorio, fue capaz de disminuir la mortalidad de larvas infectadas
con Paenibacillus larvae y el nimero de esporas de N. ceranae. La hipétesis de este
trabajo postula que la aplicacion de una mezcla de microorganismos con potencial
probidtico, puede mejorar la fortaleza y estado sanitario de colmenas de produccion.
Para evaluar esto, se realizé un ensayo a campo en colmenas de produccién, donde
un grupo recibi6é el tratamiento con el probiético en jarabe, otro grupo solo recibi6é
jarabe, y el tercero no recibié tratamiento.

La aplicacion de probitdticos en colmenas de produccién disminuy6 el nivel de
infestaciéon de los patégenos N. ceranae y V. destructor, aunque no modifico la
fortaleza de la colmena ni la infeccion por el virus de la pardlisis aguda (ABPV) o el
virus de las alas deformes (DWV).

Los resultados obtenidos en esta tesis son auspiciosos, y alientan a continuar

investigando en esta linea.



Introduccion

-Importancia de la polinizacion

La polinizacién es la transferencia de polen (célula masculina) desde los estambres
(parte masculina de la flor) hasta el estigma (parte femenina de la flor). Este proceso
hace posible la fecundacion, y por lo tanto la produccion de frutos y semillas. La
polinizacion puede ser mediada tanto por vectores abidticos (agua o viento) como
bidticos (animales). La gran mayoria de las angiospermas (plantas con flores)
dependen de los animales para su fecundacion, y dentro de estos se destaca la
polinizacion mediada por insectos (FAO 2014).

El 75% de los cultivos de frutas, verduras o semillas necesarias para la alimentacion
humana dependen o se ven beneficiadas por los polinizadores, ya sea en tamafo de
fruto, cantidad y calidad (FAO, 2018; Klein et al., 2007). La polinizacibn aumenta la
produccién de 87 de los principales cultivos alimentarios, asi como de muchos
medicamentos derivados de plantas en todo el mundo (FAO, 2018). El volumen de
produccién agricola que depende de los polinizadores aumenté un 300% en los
ultimos 50 afios, dos ejemplos de esto son el cacao y el café (FAO, 2018).

Muchas especies de insectos visitan las flores y colaboran en la polinizacion (avispas,
polillas, mariposas, escarabajos y mosquitos), pero las abejas meliferas son el
principal insecto polinizador de cultivos y flores silvestres. El tamafio de su cuerpo y el
largo de probdscide les ayuda a pecorear una gran variedad de flores. En su busqueda
de nutrientes (proteinas, lipidos, minerales y vitaminas) las abejas suelen recorrer
largas distancias y visitar periddicamente las flores para recolectar néctar y polen
(Abrol, 2011).

Se ha observado que en Uruguay la polinizacion mediada por abejas favorece la
produccion de manzanas, zapallitos de tronco, melones y otros productos de la granja,
produciendo frutos de mayor tamafio y mejor calidad (Santos 2014). Se estima que el
valor econémico del servicio de la polinizacion de abejas en Uruguay aumenta la
produccion de estos cultivos en un 70% y en términos monetarios asciende a 1,6

billones de pesos uruguayos (Santos, 2014).



-Historia de la apicultura

Los primeros registros de la domesticacion de las abejas meliferas se remontan a los
pueblos egipcios, donde se encontraron jeroglificos del afio 2400aC con la figura de la
abeja y dénde se observa el uso de colmenas horizontales de barro cocido al sol
(Figura 1). En la titulaciéon del Rey de Egipto en el afio 3100 aC, aparece la figura de la
abeja, por lo que estas deben haber sido importantes incluso antes de su
domesticacion. Los pueblos persas, sirios, griegos y romanos cuentan con pruebas de
la practica dela apicultura. La miel, la cera y propo6leos eran muy usados, tanto en la
elaboracion de alimentos, como en medicinas, cosméticos e incluso en el &mbito
religioso. La miel era utilizada como endulzante natural o para agregarle a las bebidas
alcohdlicas; también era muy utilizada en los rituales sagrados, en las ofrendas a los
dioses y en el proceso de embalsamamiento de los nobles egipcios. En esta primera
etapa el hombre comenz6 a sacar las colmenas de su habitat natural y transportarlas.
Las colmenas eran construidas con diferentes materiales, como por ejemplo barro,
troncos de arboles ahuecados, paja 0 mimbre y cada vez que se extraia la miel, en
general se mataban las abejas y se perdia la colmena (Crane, 1999).

La apicultura moderna tal y como la conocemos en la actualidad comienza en 1851
con la creacion de la colmena movil estandar, desarrollada por Lorenzo Langstroth,
quien describe el "espacio abeja" (mas de 6mm y menos de 9mm), concepto que
permanece vigente al dia de hoy (Langstroth, 1857). Posteriormente aparece la
primera prensa para estampar cera en los cuadros moviles, los extractores mecanicos
de miel y hacia fines del siglo XIX las colmenas ya eran iguales a las que se utilizan en
la actualidad (Crane, 1999).

\s

el uso de las colmenas horizontales junto a las abejas.



-Apicultura en Uruguay

El sector apicola en Uruguay cuenta con cerca de 3000 productores que poseen
500.000 colmenas, y un nivel de produccion anual de miel en el entorno de las 12.000
toneladas por afio, de acuerdo al Sistema Nacional de Trazabilidad de la Miel y los
Productos Apicolas (MGAP,2018; Figura 2). La miel es el segundo producto de granja

mas exportado, ya que mas del 85% de la produccion es comercializada.
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Figura (2)- Gréfico de barras donde se observan segun los afos, la cantidad de miel (en
toneladas) exportada por Uruguay y las ganancias (en miles de USD). (MGAP, 2018)

-Principales patégenos que afectan la salud de las abejas meliferas

En los dltimos afios se ha observado la pérdida de colonias de abejas meliferas en
muchos paises del mundo. Los reportes de estas pérdidas son principalmente en
paises en el hemisferio Norte, entre ellos Estados Unidos y paises europeos
(Neumann & Carreck, 2010; Potts et al., 2010). En algunos casos esta pérdida de
colmenas se defini6 como “Colony Collapse Disorder” (CCD) donde se observaban
colonias muertas o débiles. Los sintomas del CCD son el abandono de la cria y
reservas de miel y polen, la falta de abejas muertas dentro o alrededor de la colmena
y la invasion retardada de plagas (Oldroyd, 2007).

El término que mejor se ajusta al panorama actual es “Despoblacién de colmenas”, y

entre las principales causas estan la co-existencia de mdltiples patdégenos de las
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abejas adultas y de la cria, a la emergencia de patégenos mas virulentos, sumado a
una contaminacion quimica con pesticidas y agrotoxicos (Goulson et al, 2015;
Steinhauer et al., 2018).

Los paises del hemisferio sur cuentan con escasa informacion sobre la despoblacion
de colmenas. En la primer encuesta de pérdidas de colonias realizada en Uruguay
(temporada 2013-2014) se observé que la tasa de pérdida anual era del 28% (Antinez
et al, 2017). Esta tasa de pérdida es similar a la descrita para EE.UU. durante la
misma temporada (34.1%, Lee et al., 2015). En la segunda edicién de la encuesta
(temporada 2015-2016) la tasa de pérdida fue del 19% y en la temporada 2017-2018
ascendié a 27% (Antunez, comunicacion personal). En todas las ediciones, entre los
principales motivos expuestos por los apicultores se encontré la presencia de

parasitos, patdgenos y la intoxicacion con pesticidas (Antinez et al., 2017).



-Nosema spp.

Los microsporidos son hongos unicelulares, parasitos intracelulares obligados. La vida
del microsporidio fuera de la célula hospedera ocurre en forma de esporas (estructura
de resistencia y unica forma infectiva). Estas esporas pueden presentar un tamafo de
entre 1 um en el caso de Enterocytozoon bieneusi y hasta 40 um en Bacillidium
filiferum. Existen microsporidos con distintas formas, esféricas, ovoides, en forma de
vara o en forma de media luna, aunque la mayoria son ovoides (Keeling y Fast, 2002).
Dos microsporidios han sido reportados como agentes causales de enfermedades en
Apis mellifera (la abeja europea), Nosema apis y Nosema ceranae (Fries, 2010; Fries
et al, 1996).

Al principio del siglo XX s6lo se conocia a N. apis, uno de los primeros microsporidios
en ser descritos, y afectaba a A. mellifera (Fries et al, 2007). Por otro lado N. ceranae
fue descubierto en 1995 asociado a la abeja asiatica Apis cerana (Fries et al, 1996).
En Espafia y Taiwan se reportaron las primeras infecciones naturales de N. ceranae
en A. mellifera (Higes et al, 2006; Wang et al., 2007). Al dia de hoy N. ceranae se
encuentra distribuido a nivel mundial (Paxton et al., 2007). Ambas especies infectan a
las abejas a través de la ingestién de esporas y esta ingesta puede producirse durante
las actividades de limpieza o por trofalaxis. Las esporas germinan al llegar al intestino
medio, infectando y reproduciéndose dentro de las células del ventriculo, completando
su ciclo de vida en 3 dias (Fries, 2010; Higes et al, 2010). Las esporas de Nosema
Spp. poseen una estructura que les permite invadir a la célula hospedera llamada
filamento polar y el nimero de vueltas que tiene el filamento polar puede variar de
acuerdo a la especie de Nosema. El mecanismo de infeccion se basa en la inyeccion
mecanica de un filamento polar que sobresale de la espora germinante (Figura 3). El
filamento penetra una membrana de la célula hospedera. A través del mismo, el
esporoplasma infeccioso se inyecta en el citoplasma de la célula hospedera, donde se
inicia la replicacion del parasito (merogonia) y luego se inicia la produccion de esporas
(esporogonia, Fries et al., 1996; Larsson, 1988). La infeccion de Nosema spp. afecta la
funcion digestiva generando problemas de desnutricion, el pecoreo prematuro de las
abejas y una reduccion en la longevidad de las mismas (Meana et al., 2010).

Se ha descrito que N. ceranae es mas virulento que N. apis (Higes et al, 2007),
aunque este es un punto polémico ya que existen estudios en los cuales no se
encuentran diferencias en cuanto a la virulencia a nivel de abeja individual (Fries,
2010).



Nosema

Y
&)
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Figura (3)-Ciclo de reproduccién de Nosema spp. Luego de ingerida la espora y estando la
misma en el intestino, se da la reversion del filamento polar el cual es inyectado en células
intestinales. Posteriormente ingresa a las células el esporoplasma con todo el contenido de la
espora y comienza alli la etapa de multiplicacién. Dichas esporas son liberadas debido a lisis
celular y reinfectan células vecinas o son eliminadas con las heces generando de esta forma
una fuente de contaminacion.

CW: pared de la espora. SP: esporoplasma. TU: tlbulo polar. N: nicleo. PP:polaroplasto. HC:
citoplasma celular. NH: nucleo celular

En nuestro pais el agente causal de nosemosis es principalmente N. ceranae, que se
encuentra presente al menos desde 1990 (Invernizzi et al., 2009). En el ultimo
relevamiento que se hizo en Uruguay, se observé que se encuentra ampliamente
distribuido y su prevalencia se estimé en 14,6 % a nivel nacional (Figura 4), con
porcentajes mayores en los departamentos con plantaciones de Eucalyptus grandis
(Anido et al., 2015). La Unica medida terapéutica para controlar la nosemosis es el uso
de fumagilina (Fries, 2010). El uso de este compuesto esta prohibido en Europa (Fries,

2010) y en Uruguay, esté habilitado solo para los criaderos de reinas (MGAP, 2010).
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Figura (4)- Distribucion de N. ceranae en Uruguay, 2011. Los departamentos en naranja son

aquellos en los que se detecto la presencia del microsporidio. Modificado de Anido, 2013.

-Varroa destructor

Varroa destructor es un acaro parasito con una aparicion relativamente reciente en A.
mellifera, siendo su hospedador original la abeja asiatica A. cerana. Este parasito se
ha dispersado en todo el mundo en un corto periodo de tiempo, excepto en Australia,
donde no se ha detectado aun (Boecking y Genersch, 2008; Rosenkrants et al, 2010).
Se ha descrito que el parasito presenta mayor patogenicidad en A. mellifera que en su
hospedador original. En la abeja asiatica el acaro se reproduce solo en las larvas de
los zanganos (producidos por temporadas). Ademas, las celdas de éstos pueden ser
"voluntariamente descuidadas” por las abejas para contener a las varroas dentro ya
gue ellos son muy débiles para abrir el opérculo (Rath, 1999). Pero en A. mellifera,V.
destructor se reproduce en larvas de zanganos y de obreras, lo que hace que el &caro
se reproduzca durante todo el afio y no pueda ser contenido dentro de las celdas
(Martin, 1998, 2001).

Sin un tratamiento periédico con acaricidas, la mayoria de las colonias de abejas
meliferas en climas templados podrian llegar a colapsar en un periodo de uno o dos
afios (Martin, 1998), generando grandes pérdidas econdmicas para los apicultores.
Este acaro carece de una etapa de vida libre, el ciclo de su vida posee una fase
forética sobre las abejas adultas (Figura 5A) y una fase reproductiva dentro de las
celdas de las larvas (Figura 5B). El acaro se alimenta succionando la hemolinfa de la

pupa operculada y posteriormente de la abeja adulta, provocando que, zanganos y
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abejas obreras parasitadas nazcan con bajo peso e incluso pudiendo causar su

muerte (van Dooremalen et al., 2012).

A
Reproduccion y apareamiento
B dentro de la celda larval
sellada

Repro-
ductiva

Forética

Invasion de la larva
previa al sellado de
la celda

Dispersion por pillaje
y/o via abejas
desorientadas

Figura (5)- A: Se observa una abeja con una varroa adulta forética infestando el térax de una
abeja. B: Ciclo de vida resumido de V. destructor (Rosenkrants et al 2010).

La reproduccion de varroa ocurre en dos etapas: el acaro se acopla a una abeja
nodriza que la transporta a las celdas con cria abierta y posteriormente ingresa a una
celda que contiene una larva del quinto estadio de desarrollo (previo al sellado del
opérculo). Las varroas hembras son capaces de reconocer la edad o funcion de la
abeja adulta asi como de las crias que posteriormente parasitara (Kuenen vy
Calderone, 1997; Rosenkranz et al., 2010). Este reconocimiento es posible porque las
varroas son capaces de sensar compuestos quimicos procedentes de la cuticula de
las abejas (Le Conte y Trouiller, 1994). Las larvas de las abejas secretan ésteres, que
alcanzan un maximo en el quinto estadio y los zanganos producen cantidades

ligeramente mayores de ésteres durante un periodo tiempo mas largo. Esto explica la
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preferencia de las varroas por las celdas de zanganos (Calderone y Lin, 2001; Le
Conte et al., 1989; Trouiller el al, 1991). Las larvas de obreras son parasitadas de 15 a
20 horas previo al sellado del opérculo, mientras que en los zanganos ocurre de 40 a
50 horas antes (Boot et al, 1992).

Dafio a nivel de colonia
La infeccién de la colonia con V. destructor es capaz de disminuir la capacidad

reproductiva de las abejas. Los zanganos que fueron parasitados durante su desarrollo
tienen menos probabilidades de copular (Duay et al, 2002) y a su vez las colonias
infestadas producen menos enjambres(Olofsson et al, 2009a; Villa et al, 2008; Fries et
al, 2003). Cuando los niveles de infestacién son bajos, no se observan sintomas, sin
embargo, durante el otofio (donde la poblacién de acaros sigue aumentando mientras
la poblaciéon de hospedadores disminuye) se comienzan a observar los sintomas y si
no se aplican tratamientos, la infestacion puede llevar a la pérdida de la colonia (Fries
et al., 2003). El colapso final de una colmena se asocia con el "sindrome del acaro
parasito", en donde se evidencian las crias dispersas, abejas que se arrastran o
incluso lisiadas, la superposicién de reinas y la reduccién de la poblacion de abejas
(Shimanuki et al., 1994).

Patologia a nivel individual
Las abejas obreras que fueron parasitadas durante su desarrollo, presentan

comportamientos distintos a las abejas que no fueron parasitadas. Se ha observado
que éstas abejas muestran una menor capacidad de aprendizaje, comienzan a
pecorear antes, se ausentan de la colonia por largos periodos y poseen una menor
tasa de retorno. A su vez la vida media de estas abejas se ve reducida
significativamente (Amdam et al, 2004; De Jong, 1982; Kralj et al, 2007).

También se ha demostrado que este acaro es capaz de deprimir la respuesta inmune
de las abejas facilitando la entrada de diferentes patdégenos (Shen et al, 2005; Yang y
Cox-Foster, 2005), y actuando como transmisor de virus, entre ellos el Virus
Kashmir (KBV), el Virus de la cria ensacada (SBV), el Virus de la Pardlisis Aguda
ABPV, el Virus de la Paralisis Aguda Israeli (IAPV) y el Virus de las alas deformes
(DWV) (Boecking y Genersch, 2008; Yue y Genersch, 2005).

El umbral de dafio no esta correlacionado con un namero fijo de acaros por colonia. Es
variable y depende de la poblacion de abejas y cria, la estacion y la presencia de virus
de abejas (Rosenkranz et al., 2010).

V. destructor esta ampliamente distribuido en nuestro pais, estando presente en la

mayoria de las colonias (Anido et al., 2016), lo que lleva a la necesidad de aplicar
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productos acaricidas en forma sisteméatica para evitar la pérdida de las mismas. Los
tratamientos disponibles para el acaro se basan en el uso de acaricidas sintéticos
(Maggi et al., 2011; Rosenkranz et al., 2010). Los acaricidas sintéticos habilitados para
su uso en Uruguay son el organofosforado cumafés, los piretroides fluvalinato y
flumetrina, y la formamida amitraz, que son administrados en otofio luego de la
cosecha (Campa y Harriet, 2007). Uno de los inconvenientes de la utilizacién de
acaricidas sintéticos es que sus residuos permanecen en la cera. La exposicion
prolongada a estos residuos alteran la homeostasis, el metabolismo y el sistema
inmune de las abejas (Boncristiani et al., 2012; Garrido et al., 2013). Por otro lado
estos residuos pueden permanecer en la miel u otros productos de la colmena,
pudiendo incluso afectar la salud humana.

Como alternativa a los acaricidas sintéticos se han evaluado acaricidas organicos
como el acido oxalico, acido formico, acido lactico y timol para el control de V.
destructor (Rosenkranz et al., 2010). Los acaricidas organicos se pueden aplicar antes
de la primavera (en ausencia de la cria para asegurar mayor efectividad) porque una
de las ventajas de estos compuestos es que son volatiles y no permanecen en la cera

y miel (Rosenkranz et al., 2010).

-Virus ARN

Se han descrito mas de 18 virus ARN que infectan las abejas meliferas (Allen y Ball,
1996). Todos ellos pertenecen a la superfamilia de virus tipo picorna, poseen un
genoma simple hebra positiva y estan libres de envoltura lipidica (Chen y Siede, 2007).
Sdlo 7 virus son considerados de relevancia sanitaria para la apicultura: el virus de la
paralisis aguda (ABPV), el virus de las celdas reales negras (BQCV), el virus de la
paralisis cronica (CBPV), el virus de las alas deformadas (DWYV), el virus israeli de la
paralisis aguda (IAPV), el virus kashmir (KBV) y el virus de la cria ensacada (SBV)
(Chen y Siede, 2007).

La mayoria de estos virus persisten en las abejas como infecciones “no aparentes”
(Anderson y Gibbs, 1988), solamente los virus CBPV, SBV y DWV pueden llegar a
producir sintomas clinicos que podrian ser identificados por los apicultores (Figura 6).
Incluso los virus que producen sintomas pueden causar infecciones persistentes en
colmenas aparentemente sanas (Chen y Siede, 2007; de Miranda y Genersch, 2010).
Determinados estimulos pueden activar la replicacion de los virus, causando
infecciones agudas y frecuentemente letales(Ribiere et al, 2010). Los virus pueden
transmitirse de manera horizontal, vertical o ambas; la transmisién horizontal ocurre

entre individuos de la misma colmena a través de la comida o el aire, tal es el caso de
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ABPV, BQCV, CBPV, DWV, KBV, SBV (Chen y Siede, 2007; Ribiére et al., 2008). La
transmision vertical se da desde la linea materna hacia la cria a través de la superficie
de los huevos, o dentro de los mismos. Esta via se ha propuesto para los virus BQCV,
CBPV, DWV, KBV y SBV(Shen et al., 2005).

Es importante recalcar la asociacion entre el acaro V. destructor y los diferentes virus.
Se ha visto que la presencia del acaro puede aumentar la incidencia de los virus
(Martin et al., 2012).

@® Michael J. Traynor 2007

Figura (6)-En la imagen se observa una abeja adulta con alas deformadas producto de la
infeccién con DWYV, uno de los acaros que parasitd la pupa aln se encuentra adherido a la

abeja. Imagenes e informacion tomada de Miranda y Genersch, 2010.

La aplicacién de acaricidas o antibiéticos para el tratamiento o prevencién de estas u
otras enfermedades de las abejas puede provocar el desbalance en la homeostasis
entérica de las abejas, afectando también su metabolismo y la respuesta inmune, la
aparicion de organismos resistentes y la generacion de residuos que permanecen en
la miel afectando su calidad para el consumo (Boncristiani et al., 2012; Garrido et al.,
2013; Harriet et al., 2017; Rosenkranz et al., 2010).

Por estos motivos, la busqueda de una estrategia saludable para la mejora de la salud
de las abejas es un punto clave para el mantenimiento y el desarrollo de la apicultura a

nivel nacional y mundial.

-Comunidad microbiana intestinal de la abeja

Los microorganismos que forman parte de la comunidad microbiana del intestino de un
individuo son esenciales para mantener su correcta nutricion, salud e inmunidad (Gill
et al., 2006). Esto se ha visto incluso en el hombre, lo que ha dado lugar a una gran
cantidad de estudios de la microbiota del intestino humano. En insectos se ha

demostrado experimentalmente los efectos beneficiosos de las comunidades
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bacterianas nativas de los mismos. Cuando se utilizan antibidticos o tratamientos
térmicos que causan la pérdida de simbiontes, se ha observado una disminucién del
crecimiento, supervivencia y pérdida de las capacidades reproductivas. Ademas los
simbiontes bacterianos, en algunos casos permiten que su hospedador tenga la
disponibilidad de nutrientes que estan ausentes en la dieta o no se encuentran
disponibles para su asimilacion(Moran y Telang, 1998).

En el caso de las abejas, las mismas poseen un sistema digestivo sencillo, con una
comunidad microbiana estable en diferentes regiones geograficas, como Alemania
(Mohr y Tebbe, 2006), Suiza (Babendreier et al, 2007) y Sudafrica (Jeyaprakash et al,
2003). Estos estudios permitieron identificar especies de los seis grupos filogenéticos
mayoritarios: o, B y y- Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacterias
(Babendreier et al., 2007; Jeyaprakash et al., 2003; Mohr y Tebbe, 2006; Yoshiyama y
Kimura, 2009).

Los microorganismos que forman parte de la comunidad microbiana intestinal pueden
proveer proteccién a su hospedero mediante tres mecanismos: 1) pueden producir
compuestos quimicos con efectos directos sobre microorganismos antagoénicos; 2)
colonizar nichos vulnerables en o sobre los hospedadores, excluyendo
competitivamente a los patégenos o 3) pueden interaccionar con el sistema inmune y
potenciar la resistencia frente a patdégenos o parasitos (Kaltenpoth y Engel, 2014;
Reenen y Dicks, 2011).

Los huevos, las prepupas, las pupas y las abejas adultas recién emergidas
generalmente no poseen una microbiota asociada (Gilliam et al, 1997). Las larvas
adquieren los microorganismos que estan asociados con las adultas, el polen o el
cuadro (Gilliam et al, 1997; Kacaniova et al, 2004). Previo al comienzo de la
metamorfosis las pupas eliminan estos microorganismos mediante las deyecciones.
Luego de que emergen, en los primeros cuatro dias su intestino es recolonizado al
ingerir polen y néctar que intercambian con las abejas mayores (Gilliam et al., 1997,
Gilliam et al, 1977; Kacaniova et al., 2004). La microbiota intestinal de las abejas
puede variar segun la edad, la época del afio y algunas veces con la localizaciéon
geografica, pero los grupos filogenéticos permanecen estables (Gilliam et al., 1997;
Hamdi et al., 2011). El grupo de mayor importancia que ha sido aislado de abejas
meliferas son las bacterias del acido lactico (BAL) asi como cepas de Shingomonas y
Escherichia coli cuya abundancia puede variar dependiendo de los diferentes tipos de
néctar que se encuentren disponibles (Olofsson y Vasquez 2009b; Kaltenpoth y Engel,
2014).

Las BAL se caracterizan por ser microorganismos Gram positivos, con un bajo

contenido de Guanina y Citosina (GC), muy heterogéneos en cuanto a su morfologia,
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son fisiolégicamente tolerantes a condiciones acidas, y cuya caracteristica principal es
la produccion de acido lactico como principal producto del metabolismo fermentativo
de los carbohidratos (Hamdi et al., 2011).

Son habitantes del tracto gastrointestinal tanto de insectos como de vertebrados y se
encuentran implicadas en el mantenimiento de la comunidad microbiana intestinal asi
como de la inmunomodulacién (Mitsuoka, 1992). Se ha observado que cuando se ve
modificadas las proporciones de la comunidad intestinal, en comparacion con las que
se encontrarian habitualmente, pueden generarse deficiencias o enfermedades en el
hospedador (Sartor, 2008). En abejas de colmenas que sufrieron episodios de
despoblacién, se observé una importante disminucién en la abundancia de Firmicutes
y a-Proteobacteria (principalmente representados por BAL y bacterias del acido
acético respectivamente) en comparacion a las colmenas sanas. Esta observacion
sugiere gque el desbalance en la distribucion de especies de la comunidad microbiana,
especialmente la baja presencia de BAL, influencian de forma negativa la salud de las
abejas (Hamdi et al., 2011).

-Probiéticos

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
apropiadas, confieren al hospedero un beneficio para la salud (FAO, 2002).

El uso de probidticos es una practica ampliamente utilizada tanto en seres humanos
como en otros animales, han sido utilizados miembros de los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides, Bacillus y
Propionibacterium, entre otros (Cross, 2002; Ducatelle et al, 2014).

Para que una cepa bacteriana se considere con el potencial de ser utilizada como
probidtico la misma debe cumplir con determinadas caracteristicas. ElI o los
microorganismos que se van a administrar no deben ser potencialmente patdgenos y
deberian formar parte del nicho ecologico sobre el cual se pretenderd influir y
preferentemente ser aislados del huésped destinatario (Reid, 1999; Salminen et al.,
1998). También se busca que posean propiedades de adhesién a epitelios para
favorecer la permanencia en el huésped, exclusion o reduccién de adherencia de
patégenos, persistencia y multiplicacion, produccion de acidos, peréxido de hidrogeno
y bacteriocinas que tengan efecto antagonista sobre el crecimiento del patégeno y
resistencia a la accién de acidos durante el pasaje por el tracto gastrointestinal (Reid
1999).
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En el caso de las abejas meliferas, se han realizado varios estudios de la microbiota
intestinal con el fin de identificar y caracterizar las bacterias que se podrian utilizar
como probidticos (Alberoni et al, 2016).

Ensayos in vitro han demostrado que las bacterias aisladas de la colmena y la
microbiota intestinal pueden inhibir el crecimiento de patdgenos, tales como
Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius o Ascosphaera apis, agentes causales
de la Loque Americana, Loque Europea y Ascosferiosis (Forsgren et al., 2009b;
Vasquez et al., 2012; Yoshiyama y Kimura, 2009).

Se han realizado estudios in vivo, donde se observd que la administracion de
diferentes cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, a larvas infectadas con P. larvae,
redujeron de manera significativamente la mortalidad de las mismas (Forsgren et al.,
2009b). Se observaron resultados similares en el caso de infeccion con el patégeno
bacteriano M. plutonius (Vasquez et al.,, 2012). La administracion de cepas de L.
kunkeei en abejas adultas consiguié disminuir el nimero de esporas de N. ceranae,
demostrandose asi un posible efecto antiparasitario (Arredondo et al, 2018).

Por otro lado, las bacterias probidticas podrian actuar de forma indirecta sobre los
patdgenos mediante la estimulacién de la respuesta inmune innata (Evans y Lopez,
2004). Esto también es importante para el control de N. ceranae y V. destructor, ya
que estos patégenos, son capaces de deprimir la respuesta inmune de la abeja
(Antunez et al., 2009; Yang y Cox-Foster, 2005).
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Hipotesis
La hipétesis de este trabajo postula que la aplicacion de una mezcla de

microorganismos con potencial probiético puede mejorar la fortaleza y estado sanitario
de colmenas de produccion.

Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de un
probidtico, obtenido previamente por nuestro grupo de investigacion, sobre aspectos

sanitarios y productivos de colmenas en el campo.

Objetivos especificos

- Analizar el efecto de la administracion del probidtico en la poblacion de abejas
adultas, cria y cantidad de miel de colmenas de produccion.

- Analizar el efecto de la administracion del probidtico en el nivel de infestacion con V.

destructor, N.ceranae y distintos virus ARN en colmenas de produccion.
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Materiales y Métodos:

Aislamientos bacterianos y condiciones de cultivo:

En este trabajo se utilizaron los aislamientos Lactobacillus kunkeei 35, 37, 67 y 110,
obtenidos a partir del intestino de abejas de colmenas histéricamente sanas y
pertenecientes a la coleccion del Departamento de Microbiologia del Instituto de
Investigaciones Biologicas Clemente Estable. Las caracteristicas de estos
aislamientos se examinaron previamente por Arredondo et al (2018) quienes evaluaron
la capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos, la capacidad de sobrevivir en
distintas concentraciones de acidez, temperatura y azlUcar. La administracion de estas
cepas consiguio disminuir la mortalidad ocasionada por P. larvae en larvas y disminuir
el nimero de esporas de N. ceranae en abejas adultas.

Estos aislamientos se cultivaron en medio semi-selectivo de Mann Rogosa Sharp agar
o caldo (MRS agar o MRS caldo) y se incubaron a 37°C durante 24 horas en

condiciones de microaerofilia.

Preparacion del probiético:

A partir de un cultivo fresco de cada aislamiento, se inoculd por anzada 50 mL de
caldo MRS y se incub6 a 37°C durante 24 horas en agitacion y microaerofilia. A las 24
horas se realizo la cuantificacion del numero de bacterias de cada cultivo utilizando un
espectrofotbmetro de placas (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher
Scientific Inc™ Finlandia). Se colocaron 200 pyL de cada caldo en distintos pocillos,
utilizando caldo MRS sin inocular como blanco y se midié la absorbancia a 600 nm. Se
estandarizé la densidad optica (D.O) de cada cultivo al equivalente a 4 de la escala
McFarland (1,2x10° ufc/ml, D.O. = 0,669).

Se inocularon 5 mL de cada precultivo de manera individual en 300 mL de caldo MRS
y se incubaron a 37°C durante 24 horas en agitacion. A las 24 horas se midio la
absorbancia de los cultivos para comprobar que poseian la misma D.O. utilizando la
metodologia descrita anteriormente.

Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min y se descarto el
sobrenadante. Este procedimiento se realiz6 para cada uno de los aislamientos.
Finalmente los pellet de los 4 aislamientos se mezclaron y se resuspendieron en 5 Lde
Jarabe 1:1 (1 kg de azlcar en 1 L de agua).

Se realiz6 el recuento del nimero de células en la preparacion final del probidtico en

jarabe, antes de su aplicacion en el campo, y al finalizar la jornada de trabajo, para
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corroborar su viabilidad. Para ello se tomaron 100 uL del jarabe conteniendo el
probidtico y se realizaron diuciones seriadas en Buffer Salino Fosfatado (PBS 1X). Se
sembraron por triplicado 100 pyL de cada dilucion en placas de MRS agar y se
incubaron a 37°C durante 24 horas.

Ensayo de campo:

El ensayo de campo se realiz6 en colmenas de produccién localizadas en Marindia, en
el departamento de Canelones, Uruguay (km 40 de la ruta Interbalnearia).

Se realiz6 un muestreo previo de abejas nodrizas de cada colmena para determinar el
nivel de infeccién con N. ceranae. En base al nUmero de esporas de este patdégeno por
colmena, el apiario se dividi6 en tres grupos homogéneos de 15 colonias cada uno.

El grupo 1 (Probittico) recibi6 jarabe 1:1 inoculado con el probidtico a una
concentracion de 1x107 ufc/mL mediante asperjado en cada cuadro (50 mL) y en
alimentador (200 mL), el grupo 2 (Vehiculo) recibid jarabe 1:1 sin inocular mediante
asperjado en cada cuadro (50 mL) y en alimentador (200 mL) y el grupo 3 (Control) no
recibié tratamientos.

Los tratamientos se aplicaron una vez por semana durante 3 semanas consecutivas
entre los meses marzo y abril del 2017.

El dia de la primera aplicacion del probidtico se tomaron muestras de abejas nodrizas
y pecoreadoras que se colocaron por separado en recipientes plasticos con alcohol
70% para evitar su descomposicién y permitir su almacenamiento hasta el momento
del andlisis. A su vez, se tomaron muestras de abejas nodrizas que se colocaron en
sobres de papel de manila y se mantuvieron vivas hasta llegar al laboratorio donde se
almacenaron en un freezer a -80°C, con el fin de evitar la degradacion del ARN viral.

El segundo y tercer muestreo se realizaron al mes y a los dos meses de la primera
aplicacion del probiotico. Se consideraron abejas nodrizas aquellas abejas tomadas
cerca del nido de cria y pecoreadoras las abejas del interior pero ubicadas lejos del
nido de cria (Fries et al., 2013).

Fortaleza de la colmena

La fortaleza de la colmena se estim6 mediante inspeccion visual, de acuerdo a lo
recomendado por Delaplane et al,(2013). El encargado de estas observaciones fue un
técnico de la Direccién de Laboratorios Veterinarios (DILAVE, MGAP) con amplia
trayectoria en apicultura. Se estimo la cantidad de poblacion (adulta y cria), la calidad

de la cria, las reservas de miel. La poblacion de abejas adultas y reservas de miel se
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registraron como ndimero de cuadros cubiertos. La cantidad de cria se midi6 como
cuarto de cuadro cubierto. Posteriormente todos estos datos se transformaron a cm?
(Delaplane et al., 2013). Estos pardmetros fueron tomados como variables de

respuesta durante el seguimiento del experimento.

Cuantificacion de Varroa destructor:

Para la cuantificacion de V. destructor se utilizaron las muestras de abejas nodrizas
conservadas en alcohol 70%. Se agité la muestra de abejas nodrizas en agua tibia y
detergente durante 1 minuto para provocar el desprendimiento de los &caros
adheridos. Luego las abejas se colocaron sobre un tamiz donde se recogieron los
acaros y se realizé el recuento de abejas y de acaros. El nivel de infestacion se obtuvo
del cociente entre el nUmero de acaros obtenidos y el nimero de abejas analizadas,
multiplicado por cien (Dietemann et al., 2013).

Cuantificacién de Nosema ceranae:

La cuantificacion de N. ceranae se realizé utilizando las muestras de abejas
pecoreadoras conservadas en alcohol 70%.En primer lugar se diseccionaron 60
abdomenes y se homogeneizaron en 60 mL de agua (destilada y esterilizada) durante
2 min a maxima velocidad en un homogeneizador Stomacher 80 LabBlender (Seward,
London, UK). Posteriormente se colocaron 10 yL del homogeneizado en una camara
de Neubauer y se observo en microscopio éptico a 400x de acuerdo a lo descrito en el
manual del COLOSS Beebook(Fries et al., 2013).

Se determin6 el nimero de esporas de acuerdo a la féormula:

N2 esporas x Factor de dilucién
Area de los cuadrados contados x Profundidad de la camara

(Human et al., 2013)

Determinacion y cuantificacién de los virus ABPV y DWV:

De cada muestra de abejas nodrizas conservadas a -80 °C, se seleccionaron de forma
aleatoria 10 abejas con pinza estéril y se homogeneizaron en 10 mL de PBS 1X frio
durante 2 min a maxima velocidad en un homogeneizador Stomacher 80 LabBlender
(Seward, London, UK). EI homogeneizado del paso anterior se filtr6 con gazas y se
centrifugd a 1500 x g durante 15 min a 4°C, posteriormente a 1700 x g por 15 min a
4°C. La purificacion del ARN viral se realiz6 utilizando el kit comercial PureLink™ Viral

RNA/DNA MiniKit (Invitrogen, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Posteriormente se realizd la retrotranscripcion a ADN complementario (ADNCc)
utilizando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Trasncription Kit(Applied
Biosystems™, USA).

La deteccion de virus las muestras de abejas re realizd utilizando el kit comercial
Power SYBRR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) y primers
especificos tanto para los genes de referencia como para los virus estudiados (Tabla
1). La media geométrica de los dos genes de referencia (RPS5 y B-actina) se utilizé
para normalizar y estimar la expresion de los virus mediante el método de (Pfaffl,
2001). La mezcla para una reaccion consistié en 10uL de Sybr, 0.6uM de cada primer
del par 4.76uL agua libre de RNAsas y 5uL de ADNc. En todas las corridas se
incluyeron controles negativos y se utilizaron diluciones seriadas de una mezcla de
todas las muestras para realizar la curva de calibracién de los virus y de los genes de
referencia.

Las reacciones de PCR en Tiempo Real se realizaron en un termociclador Bio-Rad
CFX96™Real-Time System(Bio-Rad, USA). El programa de ciclado consistié en una
activacion inicial a 50 °C durante 2 min y 95 °C durante 15 min, y 40 ciclos de 94 °C
durante 15 s, 50 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s. La especificidad de la reaccion
se verific6 mediante la inclusién de una curva de desnaturalizacién o melting de los

productos amplificados (de 65 a 95 °C).

Tabla 1.- Primers utilizados para la cuantificacién de virus en las muestras mediante qPCR.

Primer Secuencia 5’ - 3’ Virus/Gen Referencia
ABPV1 ACCGACAAAGGGTATGATGC AVETE Johnson et al.,
ABPV?2 CTTGAGTTTGCGGTGTTCCT 2009
DWV1 CTGTATGTGGTGTGCCTGGT DWWV Kukielka et al.,
DWV2 TTCAAACAATCCGTGAATATAGTGT 2008
BACTIN1 ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG i

B-actina Yang y Cox-Foster, 2005
BACTIN2 GACCCACCAATCCATACGGA
RPS5-F AATTATTTGGTCGCTGGAATTG Proteina

Evans, 2006

RPS5-R TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA Ribosomal 5s
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Analisis estadistico

Se evalud si los datos cumplian con los supuestos para el uso de la estadistica
parameétrica. En caso de no cumplir, estos parametros se estudiaron utilizando tests no
paramétricos.

Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando el test no paramétrico
Kruskal-Wallis, En los casos que se observaron diferencias significativas se
profundizé en éstas utilizando test no paramétrico Mann—-Whitney.

En todos los casos se estableci6 que los valores de p menores a 0,05 eran
significativos.

Los andlisis de normalidad y los graficos de dispersion tipo box-plot se realizaron
utilizando el software Statsoft Statistica v7.0.61.0 ENdvd.
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Resultados

Efecto del probiético en la fortaleza de la colmena.

Antes de la aplicacion del probiotico a campo, asi como uno y tres meses luego de su
aplicacion se colectaron muestras de abejas pecoreadoras y nodrizas y se estimé la
fortaleza de las colmenas.

Se realiz6 la exploraciéon de los datos y se verificd que los mismos no cumplian con la
estadistica paramétrica por lo que se utilizé estadistica no paramétrica (Kruskal —
Wallis y Mann-Whitney).

Al comienzo del ensayo los tres grupos de colmenas presentaron similar cantidad de
poblacion de abejas adultas, cria y reservas de miel, indicando que se partié de tres
grupos homogéneos de colmenas.

La poblacion de abejas adultas disminuyo durante el transcurso del experimento
(marzo a julio) en los tres grupos, coincidiendo con el ciclo anual de la colonia (Figura
7a). Al mes de la primera aplicacion, se observo que el grupo tratado con probidticos
presentd menor poblacién que el grupo control (p<0.01).

La poblacibn de cria (Figura 7b) y las reservas de miel (Figura 7c) también
disminuyeron hacia el invierno, de acuerdo al ciclo normal de la colonia. No se
encontraron diferencias significativas en estos parametros entre tratamientos (p>0.05

en todos los casos)
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Figura (7) — A- Poblacién de abejas adultas (cm?),B- Poblacion de cria (cm?) y C- Cantidad de
miel (cm?) en funcién del tratamiento. Las cajas del grafico muestran la dispersion intercuartil
de los datos (contiene el 50% central de los datos de la distribucion). En el interior de las cajas

se marca la posicion de la mediana.
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Efecto del probidtico en el acaro V. destructor

Con el fin de analizar si el probiético tiene un efecto sobre el desarrollo de patégenos,
se evaluo el efecto sobre el acaro V. destructor. Los datos obtenidos de porcentaje de
infestacion en los distintos grupos se analizaron y se verific6 que los datos no
cumplian con los supuestos para el uso de estadistica paramétrica. Por ese motivo los
datos se analizaron mediante los test no paramétricos Kruskal — Wallis y Mann
Whitney.

En el comienzo del ensayo no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, por lo que se partié de grupos homogéneos.

En el mes de julio (3 meses post aplicacién de los tratamientos), las colmenas que
recibieron el tratamiento con probiéticos presentaron menor nivel de infestacién con V.
destructor, respecto a las colmenas que recibieron el vehiculo o a las del grupo control

(Mann-Whitney U Test p = 0,01; y p = 0,06, respectivamente, Figura 8).
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Figura (8) -Porcentaje de infestacion de V. destructor en las colmenas analizadas segin el
tratamiento. Las cajas del grafico muestran la dispersion intercuartil de los datos (contiene el
50% central de los datos de la distribucidn). En el interior de las cajas se marca la posicion de

la mediana.
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Efecto del probidtico en lainfeccion por Nosema ceranae

Con el fin de determinar el nivel de infestacion con N. ceranae en los distintos grupos
se utilizé el protocolo descrito en la seccion 6 de Materiales y Métodos. Los datos
obtenidos se analizaron por mes y por tratamiento, utilizando los test estadisticos no
parameétricos Kruskal — Wallis y Mann-Whitney.

Al inicio del ensayo los tres grupos de colmenas presentaron similar nivel de infeccion
por N. ceranae (p>0,05). Uno y tres meses luego de la aplicacion de los tratamientos,
el nimero de esporas fue menor en el grupo tratado con probibticos respecto a los dos
grupos controles (control y vehiculo), pero esta diferencia no fue significativa.

En cuanto a la dinamica del microsporidio en el tiempo, las colmenas que recibieron el
tratamiento con el probidtico presentaron una disminucién significativa del nivel de
infestacién con N. ceranae al mes de la aplicacion (Mann-Whitney U Test p<0,05),
manteniendo la tendencia en siguiente mes. Por otro lado, las colmenas de los grupos
control y vehiculo evidenciaron una disminucion mas gradual con diferencias
significativas pero tres meses luego de la aplicacion de los tratamientos (Mann-
Whitney U Test p <0,05) (Figura 9).
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Figura (9) -Numero de esporas de N. ceranae en las colmenas analizadas segun el tratamiento.
Las cajas del grafico muestran la dispersion intercuartil de los datos (contiene el 50% central de

los datos de la distribucion). En el interior de las cajas se marca la posicion de la mediana.
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Efecto del probiético en la carga viral de los virus ABPV y DWV

La determinacién de la carga viral dentro de las colonias se realiz6 mediante la colecta
de abejas nodrizas, extraccion de ARNm, retrontranscipcion a ADNc y posterior
amplificaron mediante qPCR de genes de referencia y de genes para detectar
especificamente los virus ABPV y DWV

Se detect6 exitosamente la presencia de los virus ABPV y DWV en las muestras
obtenidas de las diferentes colmenas en los distintos tiempos. Posteriormente se
evaluaron los resultados de la cuantificacién de la carga viral.

Al inicio del ensayo los tres grupos de colmenas presentaron similar nivel de carga
viral. En el caso del ABPV (Figura 10A) se observé que en todos los grupos la carga
viral aumento significativamente de marzo a mayo, disminuyendo hacia el mes de julio
en el grupo control y vehiculo, y permaneciendo constante en el grupo al que se le
administro el probidtico.

En el caso del DWV (Figura 10B) también se observé que en todos los grupos la carga
viral aumento significativamente de marzo a mayo, disminuyendo hacia el mes de julio
en el grupo control y probittico, y aumentando en el mes de julio para el grupo

vehiculo.
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Discusion

Las abejas meliferas son insectos valiosos, porque ademdas de brindar diversos
productos (miel, polen, etc), cumplen un rol muy importante en la polinizacién, tanto de
cultivos agricolas como de especies silvestres (FAO, 2018). Como se describio
anteriormente en la actualidad las abejas se enfrentan continuamente a patégenos,
como lo son V. destructor, N. ceranae y los distintos virus ARN. La presencia de estos
patdgenos dificulta y encarece el trabajo de los apicultores a la hora de mantener sus
colmenas. Como ejemplo, en caso de infestacién por V. destructor el productor debe
aplicar tratamientos acaricidas para evitar el colapso de sus colmenas (Boecking y
Genersch, 2008; Martin, 1998).

En el presente trabajo se estudié la accién de un probibtico compuesto por cuatro
cepas diferentes de L. kunkeei sobre los principales patégenos que afectan a las
abejas meliferas en Uruguay en colmenas de produccién. Las caracteristicas de estas
cepas se examinaron previamente por Arredondo et al, (2018), quienes evaluaron la
capacidad de inhibir el crecimiento de patdgenos, la capacidad de sobrevivir en
distintas concentraciones de acidez, temperatura y azlUcar. La administracion de estas
cepas fue segura para larvas y abejas adultas en condiciones controladas de
laboratorio. Por otro lado, el probiético consiguié disminuir la mortalidad ocasionada
por P. larvae en larvas y disminuir el nimero de esporas de N. ceranae en abejas
adultas (Arredondo et al, 2018).

En este trabajo, se encontrd que las colmenas que recibieron el probiético presentaron
menor nivel de infestacion por el &caro V. destructor que los grupos control y vehiculo.
Estos resultados presentan interés, ya que no hay registros previos de este tipo de
accion. Entre los mecanismos que podrian estar involucrados, se destaca la
produccion de compuestos quimicos. La produccion de compuestos antimicrobianos
es la forma mas comdn mediante la cual los microorganismos participan en la
proteccion de los insectos (Alberoni et al., 2016; Kaltenpoth y Engl, 2014).

Como V. destructor es un ectoparasito que se alimenta de la hemolinfa de la abeja,
una posible hipétesis del mecanismo de accion de este probiotico podria ser que, los
microorganismos produzcan, o induzcan la produccion de alguna sustancia. Las
sustancias producidas pueden ser transportadas por medio de la hemolinfa y
ocasionar el desprendimiento del ectoparasito.

Por otro lado, la adicion de bacterias que promuevan una mejora en la salud de las
abejas podria llegar a mejorar los comportamientos higiénicos (como el aseo) y de
esta forma potenciar que las abejas se quiten los acaros entre ellas mismas (Boecking
y Spivak, 1999).
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Por otro lado, también se encontr6 que el probiético disminuye el nivel de infeccién por
N. ceranae. Resultados similares se obtuvieron por Corby-Harris et al, (2016), quienes
estudiaron el efecto de Parasaccharibacter apium como posible probittico, y
observaron una disminucion en el nivel de infestacion por este microsporidio. Alberoni
et al.,(2016) compararon diferentes probioticos, en este caso en ensayos a nivel de
campo, y reportaron que si bien lograban reducir el nivel de infestaciébn por Nosema,
esta disminucién no era significativa.

El mecanismo de inhibicion de patégenos por parte de las bacterias del acido lactico
en el caso de las abejas sigue siendo desconocida. En otros estudios de inhibicion de
crecimiento de patdgenos, como Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis por ejemplo,
se ha hipotetizado que se debe a la participacion de acidos organicos asi como de
péptidos antimicrobianos y acidos grasos (Gilliam et al., 1997; Kaltenpoth y Engl, 2014;
Vasquez et al.,, 2012). Como ejemplo, la cuticula de las hormigas Attine posee
Actinobacteria que generan antibiéticos que les sirven como mecanismo de defensa
frente a patdgenos del genero Escovopsis (Currie et al, 2006; Mattoso et al, 2011).

Por otro lado, los microorganismos podrian estar interactuando con el sistema inmune
del hospedador y estimulando una mayor respuesta. Estudios realizados por Evans y
Lopez, (2004) mostraron que la administracion de bacterias del &cido lactico en la
dieta de las larvas estimula la transcripcién de los genes implicados en la respuesta
inmune. A la vez, Cross (2002) estudi6 como la microbiota intestinal interactia
directamente con células implicadas en la respuesta inmune, generando asi
proteccion. En el caso de las cepas de L. kunkeei utilizadas en este trabajo, Arredondo
et al, (2018) estudio el efecto de su administracion en la expresion de diferentes genes
involucrados en la respuesta inmune de abeja sanas ((pro)fenol-oxidasa, lisozima,
vitelogenina, los péptidos antimicrobianos y la glucosa deshidrogenasa). Se observé
gue la expresion de estos genes no se modificod luego de la administracion de las
cepas, por lo que estas no modificarian la inmunidad de la abeja, probablemente
porque esos aislados pertenecen a la microbiota nativa. Seria interesante evaluar qué
efectos puede tener el probibtico sobre el sistema inmune en el caso de la infeccion
con Nosema spp, ya que se ha observado que el microsporido es capaz de suprimir el
sistema inmune (Antanez et al., 2009).

Una posible hipétesis del mecanismo por el cual las bacterias probidticas pueden
reducir el nivel de infestacion por N. ceranae, es que las mismas podrian estar
alterando la fisiologia del intestino de la abeja, formando un biofilm que no permite la
interaccion del microsporido con el intestino (Vasquez et al., 2012). Otro posible

mecanismo es que estas bacterias del &cido Ilactico, secreten compuestos
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antifingicos, como el acido acético o lactico lo que podria dafar directamente a
Nosema (Cabo et al, 2002).

En cuanto a los virus ARN, el probiético no tuvo un efecto en su nivel de infeccién,
encontrando una alta variabilidad en la carga viral independientemente del grupo. Esta
variabilidad puede estar vinculada con las condiciones ambientales, y no se
encontrarian relacionadas al tratamiento. Las abejas no poseen respuesta inmune
adaptativa, pero aun asi se sabe que los virus persisten en colonias aparentemente
sanas como infecciones latentes, por lo que las abejas poseen algin mecanismo que
les permite resistir la multiplicacién de las infecciones virales (Chen y Siede, 2007). Li
y Ding, (2002) estudiaron el efecto de la infeccion con un virus que pertenece a la
familia Nodaviridae en la mosca Drosophila y evidenciaron que la infeccion era
contenida por ARN interferentes (ARNi). Este sistema de ARNi puede trasladarse a la
abeja, como mecanismo de retencion de los virus ya que el genoma de los mismos
esta compuesto por moléculas de ARN de cadena positiva.

Por ultimo, el probidtico no tuvo un efecto sobre la fortaleza de la colmena (poblacion
adulta, cria y reservas de miel). Al mes de la primera aplicacién, se observé que el
grupo tratado con probidticos presentd menor poblacion de abejas adultas que el
grupo control. Sin embargo no creo que esta disminucion significativa se deba a la
aplicacion del probidtico, ya que a pesar de que en el comienzo (marzo) los grupos no
tuvieron diferencias entre ellos, se puede observar que la media del grupo probiético
es menor que la poblacion de los otros grupos y que disminuiria conforme a lo
esperado cuando comienza el invierno.

Estos resultados coinciden con los encontrados por Corby-Harris et al., 2016, en la
gue estas medidas tampoco variaron con la aplicacion de P. apium como bacteria
probidtica. Sin embargo, estos resultados no son categéricos ya que Alberoni et al.,
2016 encontraron un aumento significativo en la produccién de miel después de la
administraciéon de una mezcla de lactobacilos y bifidobacterias en colmenas. Asi
mismo Audisio, (2011) utilizé una cepa de Lactobacillus johnsonii aislada del intestino
de abeja como probiético y observd que el area de cria, poblacion adulta y

almacenamiento de miel fueron significativamente mayores en los grupos tratados.

Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan y refuerzan el potencial de estas
cepas de L. kunkeei de disminuir de forma significativa el nivel de infeccion por V.
destructor y N. ceranae, a pesar que no encontramos diferencia en cuanto a los
niveles de los virus estudiados. Esta estrategia es sin dudas una gran alternativa para
poder controlar los niveles de infeccion de forma saludable y natural, evitando los

posibles efectos secundarios de los acaricidas y antibiéticos de sintesis.

-33-



Conclusiones y Perspectivas

La aplicacion del probiético en colmenas de produccion infectadas naturalmente por
diferentes patégenos, es capaz de disminuir significativamente el nivel de infeccion
por V. destructor y N. ceranae. Este tratamiento no afecté el nivel de infeccién por

virus ni la fortaleza de la colmena.

El mecanismo por el cual el probiético disminuy6 los niveles de infestacion de N.
ceranae y V destructor ain queda por dilucidar. Seria interesante profundizar en el
estudio de este mecanismo de accion; ej. evaluar los compuestos secretados por
estas bacterias; evaluar el efecto sobre la microbiota nativa de las abejas, o evaluar la
produccién de biofilms.

En este trabajo se demostr6 el efecto benéfico del probidtico en colmenas de
produccion a corto plazo. Seria interesante evaluar su efecto a largo plazo.
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