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RESUMEN

3.- Resumen

Las abejas meliferas (Apis mellifera) desempeiian un rol esencial para el
hombre y el medio ambiente ya que ademas de su papel en la produccién de
miel, son los principales agentes polinizadores de cultivos comerciales y de flora
silvestre. Debido a su estilo de vida colonial, las abejas pueden infectarse con una
gran variedad de patdgenos, entre los cuales se encuentran la bacteria
Paenibacillus larvae y el microsporidio Nosema ceranae agentes causales de la
Loque Americana y nosemosis, respectivamente. El uso de antibiéticos como
estrategia para el tratamiento o prevencidn de estas u otras enfermedades de las
abejas puede provocar el desbalance en la homeostasis entérica, la aparicién de
organismos resistentes y la generacion de residuos que permanecen en la miel
afectando su calidad para el consumo. La busqueda de una estrategia saludable e
integrada para mejorar la salud de las abejas es clave para el mantenimiento vy el

desarrollo de la apicultura.

La comunidad microbiana intestinal nativa es esencial para mantener una
adecuada nutricién, salud e inmunidad. Diversos estudios realizados en
diferentes especies animales han revelado que las bacterias intestinales
desempenan funciones beneficiosas especificas y la administracion de
probidticos como aditivos en alimentos es una estrategia ampliamente utilizada

con el fin de mejorar la salud tanto en humanos como en animales.

La hipotesis de este trabajo postula que la administracion de
microorganismos probidticos a abejas meliferas puede mejorar la supervivencia
de las larvas y las abejas adultas en caso de infeccién con patégenos como P.

larvae o N. ceranae.

Con el objetivo de desarrollar una mezcla de microorganismos probidticos
nativos capaz de mejorar la salud de las abejas meliferas se sembroé el contenido

intestinal de abejas meliferas provenientes de apiarios histéricamente sanos en
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RESUMEN

agar MRS y Rogosa. De los 151 aislamientos potencialmente probidticos
obtenidos, se seleccionaron 65 al azar y se observd que 57 de ellos consiguieron
inhibir el crecimiento de P. larvae in vitro. Por otro lado, algunos de estos
aislamientos fueron capaces de sobrevivir a distintas condiciones de acidez y

concentraciones de azucar.

Luego de identificar los aislamientos mediante la secuenciacién del gen
que codifica para el ARNr 16S, se encontré que la mayoria correspondian a la
especie Lactobacillus kunkeei. Sin embargo mediante rep-PCR se observd una
gran diversidad intraespecifica entre éstos aislamientos. Posteriormente se pre-
seleccionaron los 10 aislamientos que presentaron las caracteristicas
biotecnoldgicas mas prometedoras para ser utilizados como probidticos y a
continuacion se realizd una mezcla con cuatro aislamientos identificados como L.

kunkeei.

Se observd que la administracion oral de esta mezcla en condiciones de
laboratorio no afecté la supervivencia de larvas y disminuydé la mortalidad
asociada a P. larvae. Ademas la administracion de la mezcla en abejas adultas no
afectd la supervivencia ni modificé la expresidon de diferentes genes vinculados al
sistema inmune, mientras que por otro lado consiguid disminuir el nivel de

infeccion de N. ceranae.

Los resultados obtenidos en esta tesis son auspiciosos, y sugieren que esta
mezcla de 4 aislamientos de L. kunkeei podria ser empleada en las colmenas para

mejorar la salud de las abejas meliferas.
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4.- Introduccion

4.1.- Breve reseia de las abejas y la apicultura

Los primeros himendpteros, orden al cual pertenecen las abejas
meliferas, hicieron su apariciéon hace unos 140 millones de afios hacia fines de la
era mesozoica. Los primeros indicios de la existencia de las abejas meliferas
(Apis mellifera) en la tierra se remontan a 100 millones de afios surgiendo
simultdaneamente con las primeras Angiospermas (plantas con flor) en el
periodo Cretacico (Crane, 1999).

Dentro de la familia Apidae, la sub familia Apinae incluye los géneros de
abejas eusociales: Apis (abejas meliferas); Bombus (abejorros) y Meliponinae
(abejas tropicales sin aguijon) y otros géneros de abejas que no son sociales.

Los nidos de las abejas sociales estdan conformados por castas. Existe
solamente una hembra fértil (la reina) que en general es la Unica capaz de poner
huevos en la colonia. La casta de hembras funcionalmente estériles (las obreras)
es la encargada de la produccion de cera para las celdillas, la colecta y
almacenamiento de polen, néctar y propdleos, la alimentacion de las larvas y de
la reina, asi como la limpieza y defensa de la colonia. La tercera casta esta
constituida por los machos haploides (los zdnganos) que son los encargados de
fecundar a las hembras fértiles (Crane, 1999).

Los primeros registros de la domesticacion de las abejas meliferas se

remontan a los pueblos persas, sirios y egipcios, a su vez tanto griegos como
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romanos también practicaron y veneraron la apicultura. La miel, la cera y
propdleos eran muy usados, tanto en la elaboracién de alimentos como en
medicinas, cosméticos e incluso en el ambito 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 se
comenzaron a sacar las colmenas de su habitat natural y empezaron a ser
transportadas por el hombre. Las colmenas eran construidas con diferentes
materiales, como por ejemplo barro, troncos de darboles ahuecados, paja o
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 creacidn de la colmena movilista estandar desarrollada
por Lorenzo Langstroth, quien describe el "espacio abeja" (mas de 6mm y
menos de 9mm), concepto que revolucionaria los paradigmas apicolas de tal
forma que permanece vigente (Langstroth, 1857). Posteriormente aparece la
primera prensa para estampar cera en los cuadros moviles, los extractores
mecanicos y hacia fines del siglo XIX las colmenas ya eran iguales a las que se
utilizan actualmente (Crane, 1999).

La importancia que poseen las abejas meliferas (Apis mellifera) a veces
no es reconocida, ya que ademas de la produccién y comercializacion de los

diversos productos derivados de las colmenas (miel, polen, jalea real, propdleos,
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venta de reinas, nucleos y paquetes), la abeja melifera es el principal insecto
polinizador que existe en la naturaleza; su abundancia puede variar entre el 60 y
el 95 % de todos los polinizadores en diferentes ambientes naturales (Batra,
1995; Dedej y Delaplane, 2003; Hamdi et al., 2011; Mendoza et al., 2010; Morse
y Calderone, 2000; Santos et al., 2009; Simd, 2002).

Las abejas visitan grandes cantidades de flores diariamente para
satisfacer los requerimientos nutricionales de la colmena. Su dieta consiste
basicamente en polen y néctar, ya que estos les aportan todas las proteinas,
lipidos, minerales y vitaminas que necesitan (Jean-Prost, 2007; Keller et al.,
2005; Michener, 1974). Es junto con esta actividad que las abejas llevan a cabo
la polinizacién tanto de cultivos agricolas como de especies silvestres,
manteniendo de esta forma los diversos ecosistemas (Bradbear, 2004; Jean-
Prost, 2007; Lopez y Sotomayor, 1992).

Se ha reportado que el 35 % de los cultivos comerciales (frutas, verduras,
plantas oleaginosas, leguminosas y forrajes) dependen en algin grado de la
polinizacién entomdfila (Abrol, 2011; Klein et al., 2007). Cincuenta y dos de los
115 cultivos mas importantes para la dieta humana son estrictamente
dependientes de la polinizacién por abejas o son favorecidos por la misma en
términos de tamafo de fruto, cantidad y calidad (Klein et al., 2007). A pesar de
que la abeja no es el Unico insecto polinizador, sigue siendo el mas importante
para la mayoria de los cultivos en el mundo (Klein et al., 2007; vanEngelsdorp y

Meixner, 2010). El impacto de A. mellifera en la economia mundial vinculado a
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su accién polinizadora ha sido estimado en 153.000 millones de euros (Gallai et
al., 2009).

Por este motivos, ademas del inmenso valor econémico de la actividad
apicola, la contribucién de las abejas en el mantenimiento de la biodiversidad
en diferentes ecosistemas y en la produccién de alimentos es inestimable
(Hamdi et al., 2011).

En los dultimos afos ha ocurrido una severa disminucion en las
poblaciones de abejas meliferas, principalmente en paises del hemisferio norte.
Las causas de estas pérdidas no han sido identificadas y se adjudican a una
combinacidon de diferentes agentes o factores como el estrés ambiental
(inundaciones, sequias, falta de fuentes de néctar y polen, y al uso de
insecticidas en la agricultura) asi como el estrés bidtico que incluye infecciones
por pardsitos (Varroa destructor, Acarapis woodi, Tropilaelaps spp.),
microsporidios (Nosema spp.), hongos patdgenos (Ascosphaera apis), bacterias
(Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius) y mas de 18 virus (Evans vy

Schwarz, 2011; Genersch y Aubert, 2010; Hamdi et al., 2011).

4.2.- Generalidades e importancia de las abejas meliferas en Uruguay

La apicultura en Uruguay comenzo a desarrollarse luego que Bernardino
Rivadavia ingresara la primera colmena de Apis mellifera procedente de Francia
al departamento de Colonia en 1834. Posteriormente esta actividad se extendio

por todo el territorio nacional (Cordara, 2010)
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En las dltimas décadas la actividad apicola ha venido adquiriendo cada
vez mayor relevancia dentro del sector agro-exportador de nuestro pais, siendo
la miel uno de los principales productos de exportacion. Se estima que se
producen alrededor de 12000 toneladas anuales, y el 95% de la produccion es
exportada a la Uniéon Europea y Estados Unidos (Uruguay-XXI, 2014).

El servicio de polinizacién es una actividad poco desarrollada, aunque
cada vez mas los productores agropecuarios estdn teniendo en cuenta este
servicio. Santos et al. (2009) realizaron en 2008 un estudio preliminar para
determinar cual es el valor econdmico de la polinizaciéon por abejas en cultivos
de interés comercial en Uruguay. Se estimd que la produccién de manzana,
girasol, pera, durazno, tomate, zapallo kabutid, zapallitos, ciruelo, membrillo,

otros zapallos y frutilla aumentd aproximadamente 70 % debido al aporte de las

abejas.
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Figura 4.1.- Evolucién de la Apicultura en Uruguay desde 2004 a 2013. A la izquierda el nimero de
apicultores en funcién del afio, a la derecha el numero de colmenas en funcidn del afio (Datos tomados

de MGAP, DIGEGRA 2004 a 2014).
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El perfil de los apicultores en el Uruguay es variado, pero se puede
afirmar que la apicultura constituye una actividad agropecuaria que involucra
mano de obra familiar, en predios relativamente pequeios y en su mayoria
cedidos por terceros. Se ha observado un aumento sostenido de propietarios
menores de 29 afios asi como de mujeres y por lo general los apicultores tienen
otros rubros como actividad econdmica principal lo que se corresponde con el
hecho de que menos del 20 % posee mas de 200 colmenas y menos del 10%
tiene mas de 500 colmenas (Uruguay-XXI, 2014). Sin embargo, los desafios que
ha debido enfrentar el sector en los ultimos afios, ha hecho que para mantener
la productividad por colmena se requiera cada vez mayor inversidon y mayor
trabajo (Espino, Sociedad Apicola del Uruguay, comunicacion personal). Esto ha
llevado a una disminucion en el numero total de apicultores aunque se ha
logrado mantener estable el nimero de colmenas (Figura 4.1; MGAP/DIGEGRA,
2014).

En nuestro pais, si bien no se han reportado episodios de despoblacidn
masiva de colmenas como los ocurridos en paises del hemiferio norte, se estima
que se pierden cerca del 20% de las colmenas cada temporada. Para
sobreponerse a estas pérdidas, cada afo los apicultores dividen sus colmenas y
asi la produccién apicola consigue permanecer constante. Sin embargo, con esta
practica se genera una disminucién en la productividad por colmena (Errea y

Licandro, 2009).
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Entre las principales causas de pérdidas de colmenas en nuestro pais se
encuentra la presencia de diferentes patdgenos, asi como cambios en el uso de
la tierra debido a la agricultura intensiva. Como ejemplo, se ha descrito que la
produccién de cultivos anuales en Uruguay crece continuamente desde el aino
2002, lo que resulta de dos procesos: la intensificacion en el area agricola
tradicional (litoral oeste), y expansiéon hacia nuevas zonas del pais (Ernst et al.,
2013), generando una disminucidn de la diversidad de polen y néctar disponible
para las abejas. Estas carencias nutricionales pueden influir severamente en la

disminucién de polinizadores (Naug, 2009).

4.3.- Patogenos que afectan a las abejas meliferas en Uruguay

Los patdogenos de mayor importancia apicola se encuentran presentes y
ampliamente distribuidos en nuestro pais, como la bacteria Paenibacillus larvae,
el acaro Varroa destructor, el microsporidio Nosema ceranae y diferentes virus
ARN (Anido, 2013; Antunez et al., 2012a; Antunez et al., 2005; Antunez et al.,

2006; Antunez et al., 2012b; Invernizzi et al., 2009; Invernizzi et al., 2011).

4.3.1.- Paenibacillus larvae

Paenibacillus larvae es el agente causal de la Loque Americana, la
enfermedad mas severa y destructiva que afecta a la cria de las abejas. P. larvae
es un bacilo Gram positivo, catalasa negativo, anaerobio facultativo, con bajo
porcentaje de GC (Guanina y Citosina) y formador de endosporas (Genersch et

al., 2006).
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El manejo que realiza el apicultor es muy importante ya que puede
propagar las esporas al alimentar las abejas con miel y polen, al intercambiar
cuadros de cria de una colmena a otra, al comprar, vender o trasladar paquetes,
nucleos, colmenas y reinas sin control sanitario, asi como al utilizar palancas,
guantes y otros equipos contaminados (Hansen y Brodsgaard, 1999; Hornitzky y
Karlovskis, 1989). Se considera que la transmision de esporas por la utilizacién
de cera estampada y la deriva de abejas tiene menor importancia en la
diseminacion de este patégeno (Goodwin et al., 1994; Lindstrom et al., 2008).

Las larvas de las abejas obreras, reinas y zanganos se infectan al ingerir
alimento contaminado con esporas, cuando son alimentadas por las abejas
nodrizas (Hornitzky, 1998). Una vez ingeridas, las esporas llegan al lumen del
intestino larval donde germinan dando lugar a células vegetativas. Estas
proliferan y se mueven hacia el epitelio, destruyendo las interacciones célula-
célula e invadiendo el espacio intercelular, llegando a la hemolinfa del
hospedero de manera muy veloz (Yue et al., 2008). Posteriormente la larva
muere, lo que es acompafiado por la esporulacién de las células vegetativas. Las
esporas se diseminan dentro de la colmena cuando las abejas encargadas de la
limpieza contaminan su aparato bucal al remover las larvas muertas y
posteriormente las transmiten a las larvas sanas cuando las alimentan.

Se ha demostrado que la edad de las larvas esta relacionada con la
susceptibilidad de contraer Loque Americana. Las larvas con menos de 24 hs son

las mas propensas a infectarse y a medida que la larva se desarrolla la
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susceptibilidad disminuye (Brodsgaard et al., 1998; Crailsheim and Riessberger-
Gallé, 2001; Wedenig et al., 2003; Woodrow, 1942; Woodrow and Holst, 1942).
En la década pasada la Loque Americana causd grandes pérdidas de
colmenas en todo el pais. La primera deteccion de esta bacteria en Uruguay fue
en el afio 1999 (Piccini y Zunino, 2001) y rdpidamente se extendié mostrando
una prevalencia de esporas de P. larvae en miel de 51% en 2003 (Antunez et al.,
2004). La distribucion que se observa en la Figura 4.2A, sugiere que la
bacteria ingresé a Uruguay desde el litoral oeste y que desde alli se
dispersd al resto del territorio, afectando a casi todo el pais (Antunez et al.,
2004). La aplicacion de las medidas de control basadas en las mejoras del
manejo recomendadas por el MGAP ha disminuido significativamente la
prevalencia a 2% en 2011, restringiendo a este patégeno al litoral oeste del pais

(Figura 4.2B; Anido, 2013; Antunez et al., 2012a).
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Figura 4.2.- Distribucidn y nivel de infeccion de la bacteria P. larvae (promedio departamental del n2
esporas de P. larvae por gramo de miel) A. Se sefiala el nivel de infeccién por departamento en 2002. B.
Se sefala el nivel de infeccidn por departamento en 2012. (Anido, 2013; Antunez et al., 2012a)

4.3.2.- Nosema ceranae

Las abejas también son blanco de microsporidios, un grupo altamente
diverso de patdgenos intracelulares obligados que en general se reproducen
asexualmente y se transmiten a través de esporas (Haag et al.,, 2013; Keeling y
Fast, 2002). Los microsporidios que infectan a las abejas son Nosema apis y
Nosema ceranae (Fries et al., 1996; Higes et al., 2006; Higes et al., 2013; OIE,
2004b).

N. ceranae es un parasito intracelular que se desarrolla exclusivamente
en la células epiteliales del ventriculo de las abejas adultas (Bailey y Ball, 1991;

Fries, 1997, 2010; Higes et al., 2010). Las esporas de Nosema spp. ingresan a las

17



INTRODUCCION

abejas adultas a través de multiples actividades (ingesta de miel contaminada o
en la limpieza de la colmena al remover los excrementos de abejas infectadas).
Estas esporas germinan en el lumen del ventriculo y a través del filamento polar
penetra el esporoplasma al citoplasma de la célula epitelial del ventriculo. Alli
comienzan a multiplicarse, liberandose nuevamente al lumen intestinal y re
ingreando a otras células del ventriculo afectando las funciones digestivas, lo
que conduce a la desnutricidn, envejecimiento fisioldgico y reduccién de la
longevidad de las mismas (Keeling y Fast, 2002).

La parasitosis causada por ambas especies de Nosema spp. es
denominada nosemosis. En nuestro pais el agente etioldgico es principalmente
N. ceranae, que se encuentra presente al menos desde 1990 (Invernizzi et al.,
2009). Actualmente se encuentra ampliamente distribuido (Figura 4.3) y su
prevalencia se estimoé en 14,6 % a nivel nacional, con porcentajes mayores en
los departamentos con plantaciones de Eucalyptus grandis (Anido, 2013;
Mendoza et al., 2013).

La nosemosis es un grave problema en las plantaciones de E. grandis.
Cada afio, los apicultores trasladan sus colmenas a dichas plantaciones en
febrero, al inicio de la floracién, con el fin de extender la temporada de
produccién de miel. Sin embargo, todas las colmenas que son trasladadas a
dichas plantaciones adquieren esporas de N. ceranae y si no son retiradas a
tiempo esas colmenas mueren (Invernizzi et al., 2011; Mendoza, 2012). Hasta el

momento el Unico tratamiento disponible para el control de la nosemosis es la
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fumagilina, pero en Uruguay, su uso se encuentra restringido a los criaderos de

reinas (MGAP, 2010).

Artigas

avalleja

Figura 4.3.- 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.

4.3.3.- Varroa destructor y virus ARN

V. destructor es un 3acaro pardsito que causa dafios en la abeja,
debilitandola, deprimiendo su sistema inmune y favoreciendo la infeccion por
otros patégenos, y es letal si no es tratado adecuadamente (OIE, 2004a;
Rosenkranz et al., 2010). V. destructor esta ampliamente distribuido en nuestro
pais, estando presente en el 76 % de las colmenas (Antunez et al., 2013), lo que
lleva a la necesidad de aplicar productos acaricidas en forma sistematica para

evitar la pérdida de colmenas. Los tratamientos disponibles para el tratamiento
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del 4caro se basan principalmente en el uso de acaricidas sintéticos (Campa et
al., 2007b; Campa et al., 2007a; Mendoza et al., 2008; Rosenkranz et al., 2010).

De acuerdo a lo expresado en el punto anterior, la presencia de V.
destructor en las colmenas no sdlo es un problema en si mismo, sino que su
virulencia aumenta por la asociacién con diferentes virus ARN. Los virus de la
paralisis aguda, virus de la pardlisis cronica, virus de la celda real negra, virus de
la cria ensacada vy virus de las alas deformadas estan presentes y ampliamente
distribuidos en Uruguay (Anido, 2013; Antunez et al., 2013; Antunez et al., 2005;
Antunez et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento no existen opciones que
permitan su control.

El uso de antibidticos como estrategias para el tratamiento o prevencién
de estas u otras enfermedades de las abejas puede provocar el desbalance en la
homeostasis entérica de las abejas, la aparicién de organismos resistentes y la
generacion de residuos que permanecen en la miel afectando su calidad para el
consumo.

Por estos motivos, la busqueda de una estrategia saludable e integrada
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.
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4.4.- Inmunidad de las abejas

Por su estilo de vida colonial, las abejas son blanco de diferentes
parasitos y patdgenos, ya que ofrecen una alta densidad de hospederos
genéticamente similares en un espacio limitado (Schmid-Hempel, 1998). Por
este motivo, las abejas han desarrollado mecanismos de defensa social e
individual (Figura 4.4).

Entre los mecanismos de defensa social podemos encontrar el aseo, el
comportamiento higiénico, la fiebre social en respuesta a ciertas enfermedades
y la remocidon de abejas muertas de la colmena. Estas actividades pueden
reducir el impacto de las bacterias patégenas, hongos y acaros pardsitos (Evans
et al., 2006; Starks et al., 2000).

Los mecanismos de defensa individual implican la resistencia o la
tolerancia a los patdgenos inherentes de cada individuo. Las vias clasicas de
resistir a los patdgenos son las barreras mecanicas, los inhibidores fisiolégicos y
el sistema inmune (Evans et al., 2006; Schmid et al., 2008; Wilson-Rich et al.,
2008).

Las barreras mecanicas incluyen la cuticula y la membrana peritrofica,
qgue en muchos casos previenen la adhesién y hasta la entrada de los
microorganismos al organismo. Los inhibidores fisiolégicos incluyen por ejemplo
los cambios en el pH y otras condiciones en el intestino que limitan o inhiben su

crecimiento (Crailsheim y Riessberger-Gallé, 2001; Evans y Spivak, 2010). Por
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ultimo, las abejas poseen una respuesta inmune innata que se activa frente a la

exposicion a patégenos (Evans y Lopez, 2004).

Figura 4.4.- Niveles de defensa en las colonias de abejas meliferas: (a) defensas individuales, (b) defensa
entre pares, incluido el aseo (c) defensas de la colonia incluyendo la diferenciaciéon del trabajo (d)
minimizar la entrada de agentes infecciosos y (e) el uso de resinas para sellar la colonia (Evans y Spivak,
2010).

La activacion del sistema inmune innato comienza con la adhesion a
MAMP'S (Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos) por parte de las
proteinas de reconocimiento. Luego se activan cuatro grandes cascadas
(vinculadas tanto a la inmunidad humoral como celular) interconectadas que les
ayudan a defenderse ante la exposicion a parasitos; Toll, Imd, Jak/STAT vy Jnk
(Gillespie et al., 1997; Theopold y Dushay, 2007). Estas vias consisten en
proteinas que reconocen senales del parasito invasor, proteinas para modular y
amplificar las senales de reconocimiento, y proteinas efectoras o metabolitos
involucrados directamente en la inhibicion del patégeno (Lemaitre y Hoffmann,

2007).
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La inmunidad humoral funciona principalmente por la produccién en los
cuerpos grasos de péptidos antimicrobianos que son secretados a la hemolinfa
(Glinski y Jarosz, 2001; Hoffmann, 2003). Hasta el momento en las abejas
meliferas se han descrito cuatro, la abaecina, la himenoptecina, la defensina
que presenta 2 isoformas y la apiadecina que presenta 12 isoformas (Casteels-
Josson et al., 1993; Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Qu et al., 2008).
Se ha descrito que los péptidos antimicrobianos eliminan a las bacterias
mediante la permeabilizacion de la membrana plasmatica, formando poros que
alteran su estructura; mediante inhibicion de la biosintesis de macromoléculas
del citoplasma o de la pared celular; o mediante la unién a los lipopolisacaridos
y los acidos lipoteicoicos de la pared celular del patégeno que lleva a una
desestabilizacion de la misma y la posterior muerte del microorganismo (azzaq
Belaaouaj et al., 2000; Jenssen et al., 2006; Li et al., 2009).

La inmunidad celular estd relacionada con la fagocitosis, nodulacion vy
encapsulacion y en este proceso se encuentran involucradas las enzimas:
(profenol-) fenoloxidasa, que participa en la cicatrizacion de heridas y en la
neutralizacion de agentes invasores y en la melanizacidon, la glucosa-
deshidrogenasa, que esta involucrada en la eliminacién de patégenos junto con
la profenoloxidasa y en la encapsulapsulaciéon a través de la generacion de
radicales libres, y la lisozima, que tiene actividad bactericida y bacteriostatica al
hidrolizar los enlaces B 1-4 del peptidoglicano de los microorganismos (Daffre et

al.; Gillespie et al., 1997; Lavine y Strand, 2002; Lovallo y Cox-Foster, 1999; Osta
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et al, 2004; Yang y Cox-Foster, 2007). Por otro lado, la vitelogenina es
sintetizada por los cuerpos grasos y liberada a la hemolinfa (Arrese y Soulages,
2010). Esta proteina estd relacionada esencialmente con la oogenesis, aunque
en las abejas meliferas también es expresada en las obreras que no participan
en la reproduccion. La vitelogenina influye en el comportamiento, la divisidon de
labores, el pecoreo, la longevidad y la inmunidad (Amdam, 2011; Amdam et al.,
2012; Amdam et al., 2004; Corona et al., 2007; Havukainen et al., 2011; Nelson
et al., 2007). Por otro lado Seehuss et al. (2006) reportaron que la vitelogenina
es capaz de eliminar los radicales libres y por lo tanto reducir el estrés oxidativo,

prolongando la vida media de las obreras y de la reina.

4.5.- Comunidad microbiana intestinal de la abeja melifera y su rol en la
salud de la colmena

Los microorganismos que forman parte de la comunidad microbiana
nativa intestinal de un individuo son esenciales para mantener su correcta
nutricién, 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 visto que los microorganismos nativos
pueden manipular la reproduccién del huésped, contribuir a la nutricion o a la
defensa frente a patdgenos (Douglas, 1998; Feldhaar y Gross, 2009; Gibson vy

Hunter, 2010; Moran y Telang, 1998).
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Los primeros estudios sobre la microbiota intestinal de las abejas se
basaron en el uso de medios de cultivo selectivos y posterior caracterizaciéon de
los aislamientos mediante microscopia y pruebas bioquimicas (Gilliam, 1997).
Posteriormente se emplearon diferentes técnicas de andlisis molecular (t-RFLP,
DGGE, clonado y secuenciado del gen que codifica para el ARNr 16S) para de
esta forma estimar la abundancia y diversidad de los taxas presentes (Cox-
Foster et al., 2007; Martinson et al., 2011).

Las abejas poseen un sistema digestivo sencillo, con una comunidad
microbiana simple y estable en diferentes regiones geograficas, como Sudafrica
(Jeyaprakash et al., 2003), Alemania (Mohr y Tebbe, 2006) y Suiza (Babendreier
et al., 2007). Estos estudios permitieron identificar especies de los 6 grupos
filogenéticos mayoritarios: a, B y y- Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y
Actinobacterias (Babendreier et al., 2007; Jeyaprakash et al., 2003; McFrederick
et al., 2012; Mohr y Tebbe, 2006; Yoshiyama y Kimura, 2009).

En el caso de A. mellifera los huevos, las prepupas, las pupas y las abejas
adultas recién emergidas no poseen una microbiota asociada. Las larvas
adquieren microorganismos que estan asociados con los alimentos o el cuadro
mismo (Gilliam, 1971; Gilliam y Prest, 1987) pero al final del periodo larval
eliminan los microorganismos en las deyecciones y comienza la metamorfosis
de las pupas. Luego de que emergen, en los primeros cuatro dias se recoloniza
su intestino ya que se alimentan de polen e intercambian polen y néctar con

abejas mayores (Gilliam, 1971; Gilliam et al., 1977). La microbiota intestinal de
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las abejas varia con la edad, con la época del afo y algunas veces con la
localizacion geografica, pero los grupos filogenéticos permanecen estables
(Gilliam, 1997; Gilliam et al., 1988; Mrazek et al., 2008). Olofsson y Vasquez
(2008) reportaron que la microbiota intestinal de la abeja varia dependiendo de
las fuentes de néctar y de la presencia de otros generos bacterianos.

El grupo de mayor importancia que ha sido aislado de abejas meliferas
son las bacterias del acido lactico (BAL; Olofsson y Vasquez, 2008). Estas, son
microorganismos Gram positivos, de bajo contenido de Guanina y Citosina (GC),
tolerantes a altas concentraciones de acidez, muy heterogéneos desde el punto
de vista morfoldgico y fisioldgico, y cuya caracteristica principal es la produccion
de acido lactico como principal producto del metabolismo fermentativo de los
carbohidratos.

Las BAL, son habitantes normales del tracto gastrointestinal tanto de
insectos como de vertebrados y estan implicadas en la inmunomodulacién asi
como en el mantenimiento de una comunidad microbiana intestinal saludable
(Mitsuoka, 1992) y de la defensa del hospedero frente a diversos problemas y
enfermedades (Sartor, 2004; Sartor, 2008).

En abejas de colmenas que sufrieron episodios de despoblacion, se
observé una importante disminucién en la abundancia de Firmicutes y a-
Proteobacteria (principalmente representados por BAL y bacterias del acido
acético respectivamente) en comparacién a las colmenas sanas (Cox-Foster y

vanEngelsdorp, 2009). Esta observacién sugiere que el desbalance en la
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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). Esta hipétesis fundamenta el uso de bacterias del acido lactico, como

una alternativa interesante para el tratamiento de las colmenas enfermas.

4.6.- Probidticos y su uso en abejas meliferas

La palabra probidtico proviene del griego: "pro" y "bios" que significa "a
favor de la vida".

Se denomina probidtico a un monocultivo o un cultivo mixto vivo de
microorganismos cuya administracién ejerce algun efecto beneficioso sobre
animales o humanos al ser consumido (Klaenhammer y Kullen, 1999). El uso de
probidticos es una practica ampliamente utilizada, miembros de los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides,
Bacillus y Propionibacterium han sido utilizados tanto en humanos, como en
animales (Cross, 2002; Ducatelle et al., 2015; Reid, 1999).

Para que una cepa bacteriana se considere con el potencial de ser
utilizada como probidtico se busca que cumpla con determinadas
caracteristicas. Para que la administracion sea segura, él o los microorganismos
no deben ser potencialmente patégenos y deberian formar parte del nicho
ecoldgico sobre el cual se pretendera influir y preferentemente ser aislados del
huésped destinatario (Reid, 1999; Salminen et al., 1998). También se busca que

posean propiedades de adhesidn a epitelios para favorecer la permanencia en el
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huésped, exclusion o reduccion de adherencia de patdégenos, persistencia y
multiplicacion, produccién de acidos, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas que
tengan efecto antagonista sobre el crecimiento del patdégeno y resistencia a la
accion de 4acidos durante el pasaje por el tracto gastrointestinal (Reid, 1999).
Estas caracteristicas , entre otras son especificas de cada cepa por lo que no es
suficiente determinar la filiacion de un aislamiento para poder establecer
predicciones acerca del potencial probiético (Dunne et al., 1999).

Se ha visto que microorganismos aislados de la colmena son capaces de
inhibir in vitro el crecimiento de patégenos como P. larvae o Ascosphaera apis.
En general, se trata de bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, Stenotrophomonas,
Acinetobacter, Serratia, Providencia y Sphingomonas (Alippi y Reynaldi, 2006;
Cherif et al., 2008; Evans y Armstrong, 2006; Forsgren et al., 2010; Olofsson y
Vasquez, 2008; Sabate et al., 2009; Yoshiyama y Kimura, 2009; Yoshiyama et al.,
2013).

A pesar del gran numero de ensayos in vitro, sélo se han realizado dos
estudios in vivo empleando larvas de abejas meliferas. En estos trabajos se
observd que la administracion de cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium al
alimento larval reduce significativamente la infecciéon por P. larvae (Evans y
Lopez, 2004; Forsgren et al., 2010). Este resultado sugiere que las bacterias
probidticas pueden modular la homeostasis del intestino de las larvas, para

protegerlas frente a patdgenos. El mecanismo de accion podria ser por una
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actividad antagonista directa mediante la produccién de compuestos
antimicrobianos, bacteriocinas, surfactinas o acidos grasos volatiles como el
acido lactico (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011; Sabate et al., 2009). Este ultimo
podria ser interesante para combatir a V. destructor, ya que el acido lactico es
uno de los tratamientos recomendados (OIE, 2004a). Por otro lado, las bacterias
probidticas podrian actuar de forma indirecta sobre los patdgenos mediante la
estimulacion 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
patdgenos, son capaces de deprimir la respuesta inmune de la abeja (Antunez et

al., 2009; Yang y Cox-Foster, 2005).
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5.- Hipotesis

La hipdtesis de este trabajo postula que la administracion de
microorganismos probiéticos puede mejorar la supervivencia de larvas y abejas

adultas en casos de infeccidn con patdgenos.
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6.- Objetivo general

El objetivo general de este proyecto consiste en desarrollar una mezcla
de microorganismos probidticos nativos capaz mejorar la supervivencia de
larvas y abejas meliferas adultas en casos de infeccion con P. larvae o N.

ceranae.

7.- Objetivos especificos

7.1.- Obtener aislamientos bacterianos potencialmente probidticos a partir de la
comunidad microbiana nativa de abejas meliferas de apiarios libres de
patégenos.

7.2.- Caracterizar in vitro el potencial probidtico de los aislamientos y
seleccionar e identificar aquellos que posean caracteristicas mas favorables.
7.3.- Obtener una mezcla de microorganismos probioticos.

7.4.- Evaluar el efecto de la administracion de los microorganimos probidticos
en la supervivencia de larvas de abejas meliferas.

7.5.- Evaluar el efecto de la mezcla de microorganismos probidticos frente a la
infeccidn por P. larvae en larvas de abejas meliferas.

7.6.- Evaluar el efecto de la administracion de los microorganimos probioticos
en la supervivencia de abejas meliferas adultas.

7.7.- Evaluar el efecto de la mezcla de microorganismos probidticos en la
respuesta inmune de las abejas meliferas adultas.

7.8.- Evaluar el efecto de la mezcla de microorganismos probidticos frente a la

infeccidon por N. ceranae en abejas meliferas adultas.
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8.- Materiales y métodos

8.1.- Obtencion de aislamientos bacterianos y condiciones de cultivo

Se colectaron abejas vivas de colmenas histéricamente sanas
pertenecientes a dos apiarios experimentales de INIA (La estanzuela; Colonia y
la estacion experimental del este; Treinta y Tres) y de la seccién de Apicultura
de la Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay). Se extrajeron
asépticamente los intestinos de 59 abejas y se homogeneizaron en 1ml de
solucion tampdn salina fosfatada (PBS) estéril (NaCl 8,2g, Na,HPO, 1,7g, KH,PO,
0,41g por litro de agua destilada). Se realizaron cuatro diluciones seriadas en
base 10 y 100ul de cada dilucién se sembraron en placas conteniendo agar Man-
Rogosa-Sharpe (MRS, Merck, Alemania) o agar Rogosa (Merck, Alemania). Las
placas se incubaron a 379C durante 48h en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se seleccionaron entre 2 y 7 colonias por placa al azar y se
repicaron en agar MRS. Una vez obtenidos cultivos puros de cada aislamiento,
se conservaron en 1,5ml de caldo MRS suplementado con 15% de glicerol a -80
y -20°C.

En primera instancia los aislamientos se clasificaron de acuerdo a la
morfologia de la colonia, tincibn de Gram vy analisis microscépico.
Posteriormente se llevaron a cabo las reacciones de catalasa y oxidasa
(Gerhardt et al., 1994). La reaccidon de catalasa se determind colocando una

gota de H,0, en un portaobjetos y posteriormente picando una colonia tomada
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de un cultivo fresco. La reaccion de oxidasa se determind utilizando los discos

Bio- Rad® siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.2.- Caracterizacion in vitro del potencial probidtico de los aislamientos

8.2.1.- Ensayos de inhibicion de P. larvae

En este trabajo se utilizo el aislamiento bacteriano P. larvae 44
(ampliamente caracterizado en nuestro laboratorio) que fue obtenido de una
muestra de miel del departamento de Durazno en el afio 2002 y que pertenece
a la coleccién del Departamento de Microbiologia del IIBCE (Antunez et al.,
2004; Antunez et al., 2007).

Para estudiar la capacidad antimicrobiana de los aislamientos obtenidos a
partir del intestino de abejas meliferas frente a P. larvae, se utilizo la técnica de
inhibicién de crecimiento en placa (Pascual Anderson y Calderdn y Pascual,
2000). Previamente, se verificd el crecimiento de los aislamientos obtenidos en
el medio semiselectivo agar J (Triptona 0,5g [Difco, Maryland, EU], Extracto de
levadura 1,5g [Oxoid, Hampshire, Inglaterra], C¢H1,04(Glucosa) 0,3g, agar 1,2g,
K,HPO,0,3g por 100ml de agua destilada) a 372C durante 48h en condiciones de
microaerofilia (Hornitzky y Nicholls, 1993). Una vez confirmado que estos
aislamientos eran capaces de crecer en estas condiciones se prosiguié con el
ensayo.

El aislamiento P. larvae 44 se cultivd en agar J a 372C durante 48h en

condiciones de microaerofilia. A partir de esta placa se realizé una suspension
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de células vegetativas en PBS equivalente a 1 de la escala McFarland (ODggg =
0.257 [Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific Inc™,
Finlandia], 3x10%ufc/ml) y se inoculé por hisopado en placas de agar J. La
suspension se dejo secar durante 10min a temperatura ambiente y en las
mismas placas se inocularon mediante picadura los aislamientos bacterianos
obtenidos a partir de los intestinos de abejas. Luego de la incubacion a 372C
durante 48h en condiciones de microaerofilia las placas se examinaron y se
midieron los halos de inhibicidn. Los ensayos se realizaron por triplicado para

cada aislamiento y se calculd la media y el desvio estandar.

8.2.2.- Tasa de crecimiento bacteriano

A partir de cultivos frescos a 372C durante 24h en caldo MRS de los
diferentes aislamientos, se prepararon diluciones en el mismo medio con una
turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala McFarland (ODgyo = 0,132,
1,5x10%ufc/ml,), y se emplearon 20ul de las mismas para inocular placas de
microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos, conteniendo 180ul de caldo MRS.
Las placas se incubaron a 372C, realizandose medidas de absorbancia a 600 nm
en el tiempo inicial y sucesivamente cada dos horas hasta las 12h, y una medida
final a las 24h.

Estas medidas de absorbancia se utilizaron para evaluar el tiempo de
generacion de los aislamientos. El ensayo se realizdé por triplicado para cada

aislamiento.
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8.2.3.- Resistencia osmatica al jarabe.

Se prepararon suspensiones de los aislamientos obtenidos en PBS, a
partir de cultivos en agar MRS a 379C durante 24h. La turbidez de las
suspensiones se iguald con el estandar 4 de la escala Mc Farland (ODggo = 0,669,
1x10°ufc/ml;). Paralelamente se preparé jarabe en concentraciones de 1000 o
2000g de azucar por litro de agua (1:1 y 2:1 respectivamente) utilizadas
habitualmente por los apicultores en el campo. A partir de las suspensiones
originales de los aislamientos en PBS se realizaron dos suspensiones bacterianas
en jarabe 1:1y 2:1 a una concentracion final de 1x10”ufc/ml y se incubaron a4y
28°C durante 72h.

El nimero de celulas bacterianas viables en cada tratamiento se
determiné por recuento en placa en agar MRS a las 0 y 72h. Las placas se

incubaron a 372C durante 24h en condiciones de microaerofilia.

8.2.4- Tolerancia a distintas condiciones de acidez.

Para estimar la supervivencia bacteriana bajo diferentes condiciones de
acidez se realizé una modificacion del método descrito por Jacobsen et al.
(1999). Se prepararon suspensiones en PBS de los aislamientos a partir de
cultivos en MRS con 24h de incubacién a 379C. La turbidez de las suspensiones
se igualé con el estandar 0,5 de la escala Mc Farland y se emplearon 20ul de las
mismas para inocular placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos

conteniendo 180ul de caldo MRS a tres pH diferentes: 3, 5y 7 (modificados con
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HCl o NaOH). Las placas se incubaron a 379C, se realizaron medidas cada 30min
durante 4h y una medida final a las 24h. Se realizdé recuento de las células
viables mediante siembra en superficie a las 0 y 4h Las placas se incubaron a
37°C durante 24h en condiciones de microaerofilia.

Este ensayo se realizo por triplicado para cada aislamiento.

8.3.- Caracterizacion molecular de los aislamientos

8.3.1.- Extraccion de ADN
Se extrajo el ADN gendmico total de los aislamientos a partir de un
cultivo fresco en caldo MRS, utilizando el kit comercial GenElute Bacterial

Genomic (Sigma™, EU) de acuerdo al protocolo del fabricante.

8.3.2.- Reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction), programas y
visualizacion.
8.3.2.1.- Identificacion bacteriana

La identificacion de los aislamientos se llevd a cabo mediante la
amplificaciéon del gen que codifica para el ARNr 16S utilizando los cebadores
universales 27F y 1492R (Lane, 1991), y 518F (Muyzer et al., 1993; Tabla 8.1).

El PCR se realizé en un volumen final de 25ul conteniendo PCR buffer 1 X,
MgCl, 1,5 mM, dNTP Mix 0,2 mM, cada cebador 0,5 uM, 1ul de ADN y 1U Taq
ADN polimerasa (Invitrogen™, Life Techologies, Brasil). Las amplificaciones se

realizaron en un termociclador MultiGeneOptiMax Thermal Cycler (Labnet
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International, EU). El programa consistié en un paso de desnaturalizacién inicial
de 3min a 9529C, 40 ciclos de 30seg a 952C, 55seg a 552C y 1min a 729C, y un
paso final de extensiéon de 10min a 722C (Tajabadi et al., 2013).

Para analizar la cantidad y calidad del ADN obtenido, asi como de los
productos de PCR, se corrieron 8ul de cada producto en un gel de agarosa 1%
en TBE (Tris 5,4g, acido bérico 2,75g, 2ml EDTA 0,5M pH 8,0 por litro) a 120 V
durante 50 - 60min (Sambrook et al., 1989).

Las bandas se visualizaron mediante tincién con GelRed (Biotium™, EU)
segun las indicaciones del fabricante, se analizaron en un transiluminador de luz
UV (MacroVueUvis-20, Hoefer Inc., EU) y se fotografiaron con una camara
Kodak modelo DC290. Para estimar el tamafo de los fragmentos de ADN se
utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen™).
8.3.2.2.- rep-PCR (repetitive-PCR)

La diversidad genética de los aislamientos obtenidos se evalué mediante
rep-PCR. La reaccion se llevé a cabo de acuerdo a una modificacion de la técnica
descrita por Versalovic et al., (1994), utilizando los cebadores BOX y ERIC (Tabla
8.1). El PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20ul conteniendo PCR buffer
1 X, MgCl, 5mM, dNTP Mix 0,2mM, cada cebador 3uM, 1ul de ADNy 1 U de Taq
ADN Polimerasa (Invitrogen™). Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador MultiGeneOptiMax Thermal. El programa consistié en un paso de
desnaturalizacion inicial de 5min a 942C, 40 ciclos de 1min a 942C, 2min a 402Cy

8min a 652C, y un paso final de extensién de 16min a 652C.
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Para analizar la calidad y cantidad del ADN obtenido, asi como de los
productos de PCR, se corrieron 10ul de cada producto en un gel de agarosa 0,8
% en TBE a 100 V durante 50 - 70min (Sambrook et al., 1989).

Las bandas se visualizaron mediante tincion con GelRed vy se
fotografiaron con el escaner de geles FujiFilm Starion FLA 9000 Image Scanner
(EquipNet™). Para estimar el tamano de los fragmentos de ADN se utilizé el
marcador de peso molecular 1 Kb plus.

Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el Software GelCompar Il
(Applied Maths, Brasil). Los patrones de bandas se marcaron manualmente
muestra por muestra y se utilizdo el método de inferencia filogenética UPGMA

para generar los agrupamientos basados en los patrones de bandas.

Tabla 8.1- Cebadores utilizados para la amplificacidn y secuenciacién del gen que codifica para el ARNr
16S (negro) y para los analisis de diversidad mediante rep-PCR (rojo).

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Lane, 1991
518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG Muyzer et al., 1993
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT Lane, 1991

BOXA1IR CTACCGCAAGGCGACGCTGACG Versalovicetal., 1994
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Versalovicetal., 1994
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Versalovic et al., 1994

8.3.3.- Purificacion de ADN y secuenciacion
Los amplicones del gen que codifica para el ARNr 16S se purificaron con
el kit comercial QlAquick PCR (Qiagen™, Hilden, Alemania) siguiendo las

recomendaciones del fabricante. La calidad del ADN se analizd mediante
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electroforesis en gel de agarosa 1% y posterior tincién con Gelred y visualizacidn
con luz UV. Los productos de purificacidon se enviaron a secuenciar a Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas se compararon con aquellas
disponibles en las bases de datos del GenBank (NCBI) mediante el programa
BLASTn (Altschul et al., 1997) y del Ribosomal Database Project (RDP; Maidak et

al., 2001).

8.4.- Pre-Seleccion de los aislamientos bacterianos

Basados en los resultados obtenidos en los ensayos descritos
previamente, se seleccionaron los 10 aislamientos potencialmente probidticos
que presentaron las caracteristicas bioldgicas o biotencolégicas mas

prometedoras, para seguir caracterizandolos en los ensayos posteriores.

8.5.- Ensayos de inhibicion entre los aislamientos.

Se prepararon suspensiones en PBS de los 10 aislamientos
preseleccionados, a partir de cultivos en agar MRS a 372C durante 24h. La
turbidez de las suspensiones se igualé con el estandar 0,5 de la escala Mc
Farland. Cada aislamiento se sembrd por hisopado en una placa de agar MRS, se
dejo secar durante 10min a temperatura ambiente y en dicha placa se
inocularon los otros 9 aislamientos mediante picadura (Pascual Anderson y
Calderén y Pascual, 2000). Luego de la incubaciéon a 372C durante 24h en

condiciones de microaerofilia las placas se examinaron y se midieron los halos
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de inhibicidn. Los ensayos se realizaron por duplicado para cada aislamiento y se

calculd la media y el desvio estandar.

8.6.- Perfil de acidos grasos volatiles secretados.

La producciéon de acidos grasos volatiles (AGV) de los aislamientos
incubados en caldo MRS se evalud utilizando cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) en la plataforma de Servicios Analiticos del IIBCE.

En primer lugar se determinaron los tiempos de retencion de los acidos
citrico, piruvico, succinico, lactico, acético, propidnico, isobutirico, butirico,
isovalérico y valérico por medio de la inyeccion de estandares (0,5 pg/ml,
Sigma-Aldrich, EU) que se utilizaron como referencia para calcular las
concentraciones de estos acidos en las muestras.

Se prepararon suspensiones de los aislamientos en PBS a partir de
cultivos en agar MRS incubado a 372C durante 24h. La turbidez de las
suspensiones se igualé con el estandar 0,5 de la escala Mc Farland y se inoculé
1ml de estas suspensiones en tubos con 9ml de caldo MRS; como control se
inoculd6 1ml de PBS estéril. Los cultivos se incubaron con agitaciéon a 37°C
durante 24h y de cada tubo se tomd una alicuota de 500 pL a la que se le
adiciond un volumen igual de acido perclérico 0,1M e inmediatamente se
almacenaron a -202C hasta su procesamiento.

Las muestras se centrifugaron a 52C a 20627xg durante 15min y se

inyectaron 100uL de cada sobrenadante en un equipo HPLC modular Waters
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(Waters Associates, Milford, EU), compuesto por una bomba binaria (Waters
1525), detector de arreglo de diodos (Waters 2998; rango 210-500nm) e
inyector automadtico (Waters 717 plus). Se utilizd una columna de intercambio
idnico (estireno-divinilbenceno sulfonado; modelo Rezex ROA-Organic Acid H+
(8%), Phenomenex, EU) de 300 x 7,80mm.

La fase movil que consistié en acido sulfurico 0,025M (Backer, Analized,
EU) se inyectd con un flujo de 0,7ml/min en modo isocratico. La temperatura
del horno de columna se mantuvo a 592C vy la del inyector en 109C.

Los picos de interés en los cromatogramas se integraron a 210nm

(Parrott et al., 1997).

8.7.- Evaluacion del efecto en la supervivencia de los potenciales
probioticos en larvas y su capacidad de prevenir la infeccion por P.
larvae

El efecto en la supervivencia de los microorganismos probidticos

seleccionados, asi como su capacidad de inhibir el desarrollo de patdgenos, se

evaluo utilizando un modelo de cria e infeccion de larvas en el laboratorio.

8.7.1.- Obtencion y cuantificacion de esporas de P. larvae

Para la obtencidn de una suspension de esporas se sembraron placas de
agar J con P. larvae y se incubaron a 372C durante 48h. Posteriormente estas
mismas placas se incubaron a temperatura ambiente durante 15 dias. Luego las

células se suspendieron en 1ml de PBS estéril y se centrifugaron a 11.336xg
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durante 40min descartando el sobrenadante. Este procedimiento se realizd 3
veces consecutivas. La suspension final en PBS se incubd a 42C durante 30 dias
(Antunez, 2009; Arredondo, 2010).

Para evaluar la presencia de esporas y células vegetativas de P. larvae en
la suspensiodn y realizar su cuantificacion, se colocaron 20ul en un portaobjetos
sobre una superficie de 1cm?, luego el preparado se dejé secar y se fijé por
calor. Posteriormente se cubrido con 100ul de PFA (Paraformaldehido, Sigma-
Aldrich, EU) 3% y se incubé durante 20min a temperatura ambiente. Se lavé con
PBS y se incubd con 100ul de buffer de permeabilizacion (Sero Albumina Bovina
[BSA] 2%, NH,Cl 50mM, Tritdn X100 0,3% en PBS 1X con Ca/Mg) a temperatura
ambiente durante 20min. Se enjuagd con PBS y se cubrié con 200ul de DAPI (4'-
6-Diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich, EU) concentracion final 1ug/ml. El
preparado se incubd durante 5min en oscuridad, se enjuagd con abundante
agua destilada y se montd con Citifluor.

Para estimar el nUmero de esporas en la suspensidon se establecidé un
promedio de las esporas en 40 campos (area del campo = 100um?) utilizando un
microscopio de epifluorescencia invertido Olympus IX81 acoplado con cdmara

CCD modelo DP71.
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8.7.2.- Administracion oral de los potenciales probidticos en larvas e infeccion
con P. larvae.

Los ensayos se realizaron con larvas de una Unica reina hibrida (Apis
mellifera mellifica con Apis mellifera scutellata) mantenidas en un apiario
experimental libre de enfermedades ubicado en el IIBCE (Montevideo,
Uruguay). La cria e infeccion de larvas se realizd de acuerdo al protocolo
descrito por Evans (2004) y puesto a punto en nuestro laboratorio (Antunez,
2009; Arredondo, 2010).

En primer lugar se tomaron cuadros de cria con larvas menores a 24h
(periodo de susceptibilidad a la infeccion por P. larvae) y se trasladaron al
laboratorio. Las larvas se colocaron individualmente en placas de
microtitulacion de 96 pocillos con fondo plano, donde previamente se habian
colocado 10pl de alimento larval (jalea real pura 66%, glucosa 6%, fructosa 6% y
extracto de levadura 1% en agua destilada estéril) suplementado con las
suspensiones bacterianas de los microorganismos potencialmente probidticos
(1 x 10”ufc/ml) (Mdachova et al., 1997). Se emplearon 10 grupos de 12 larvas, y
cada grupo recibié una suspensién generada de un aislamiento particular. Otros
10 grupos de 12 larvas se alimentaron con alimento larval suplementado con los
microorganismos potencialmente probidticos e inoculado a la vez con una
suspensidn de esporas de P. larvae a una concentracion final de 1000 esporas/ul
de alimento. Un grupo de larvas alimentadas solo con el alimento larval y otro

grupo alimentado con el alimento larval inoculado con 1000 esporas/pl.
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Las larvas se incubaron a 34,52C con alto porcentaje de humedad (para
emular las condiciones normales de la colonia) durante 48h. Posteriormente se
inspeccionaron las placas cada dia, se calculd el porcentaje de mortalidad vy las
larvas vivas se traslarvaron a nuevas placas de microtitulacion con alimento
fresco. El ensayo se continud hasta alcanzar el quinto estadio de desarrollo

larval.

8.8.- Efecto de los potenciales probioticos sobre la supervivencia de
abejas adultas

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion de los
microorganismos potencialmente probidticos o la mezcla de estos sobre la
supervivencia de abejas adultas se empled el modelo descrito por Rinderer
(1976) y modificado por Porrini et al. (2010).

Los ensayos se realizaron con cuadros de pupas operculados de reinas
hibridas (Apis mellifera mellifica con Apis mellifera scutellata y Apis mellifera
mellifera con Apis mellifera ligustica) mantenidas en apiarios libres de
enfermedades ubicados en INIA La Estanzuela (Colonia, Uruguay) y en la
estacion costera J. J. Nagera del Laboratorio de Artrépodos de la Universidad
Nacional de Mar del Plata (Mar del Plata, Argentina) respectivamente.

Los cuadros extraidos se incubaron a 352C y las abejas recién emergidas
se removieron y se confinaron en cajas especiales (16 x 12 x 6 cm) dentro de

una incubadora, con jarabe 1:1 como Unica fuente de alimentacién (ad libitum).
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Dos dias luego de emerger, las abejas pertenecientes a la reina hibrida
del apiario de J. J. Nagera (Apis mellifera mellifera con Apis mellifera ligustica) se
separaron en nueve grupos de 15 individuos, se mantuvieron en ayunas durante
3h y posteriormente se alimentaron individualmente con 20ul de jarabe 1:1
suplementado con una suspension bacteriana de los aislamientos seleccionados
a una concentracién de 1x10’ufc/ml. Cada grupo de abejas recibié una
suspension de microorganismos diferente. Luego de que ingirieron todo el
jarabe, las abejas se colocaron en sus respectivas cajas (Mdachova et al., 1997).
Las abejas utilizadas como control se alimentaron solo con 20ul de jarabe 1:1.
Las cajas de abejas se examinaron diariamente para registrar la supervivencia y
se retiraron los individuos muertos. Este ensayo se realizd por triplicado para
cada aislamiento.

Posteriormente, se evalud la supervivencia de las abejas adultas
alimentadas con la mezcla de microorganismos probidticos. Este ensayo se
realizd en el apiario de INIA La Estanzuela de acuerdo a lo descrito previamente.
Los individuos se alimentaron con 20ul de la mezcla a una concentracion de

1x10’ufc/ml de jarabe y el grupo control con 20pl de jarabe 1:1.

8.9.- Evaluacion de la capacidad de los potenciales probidticos de
modificar el sistema inmune de abejas adultas

Dos dias luego de la aplicacidén de los tratamientos descritos en el punto

anterior (8.8), 10 abejas de cada grupo se seleccionaron al azar, se removieron
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de la incubadora y colocaron a -202C en 500ul de ARN later (Qiagen™) hasta su
posterior analisis. En el caso del ensayo realizado en Colonia, las abejas se
enviaron vivas a Montevideo y se congelaron inmediatamente a -80 hasta su

posterior analisis.

8.9.1.- Obtencion de de ARN y ADN complementario (ADNc)

Las muestras de abejas en ARN /ater se centrifugaron durante 15min a
6700 x g y se descartd el sobrenadante, con el fin de eliminar los restos de este
agente preservante.

Posteriormente se realizé la extraccion del ARN total de cada abeja, de
forma individual, utilizando el kit comercial RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen™) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Inmediatamente se utilizaron 5uL de
cada extraccion de ARN para generar ADNc utilizando el kit comercial Quantitec
Reverse Transcription Kit (Qiagen™) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El ADNc obtenido se diluyd diez veces en agua destilada estéril libre

de RNasas y se almacend a -209C.

8.9.2.- PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos (Bio-Rad
Laboratories™, EU) utilizando el kit comercial QuantiTec SYBR PCR Kit (Qiagen™)
y cebadores especificos para evaluar la expresion de diferentes genes
vinculados a la respuesta inmune humoral y celular mediante PCR en tiempo

real.
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Se analizaron los niveles de transcripcion de los genes que codifican para
los péptidos antimicrobianos abaecina, himenoptecina, defensina, las enzimas
profenol oxidasa, glucosa deshidrogenasa, lisozima y la proteina vitelogenina
utilizando los cebadores de la tabla 8.2 (Corona et al., 2007; Evans, 2006; Yang y
Cox-Foster, 2005). Para normalizar las variaciones en los niveles de ADNc se
utilizaron dos genes de referencia: el gen que codifica para las proteina RPS5
(proteina ribosomal de la subunidad menor) y B-actina (Chaimanee et al., 2012;
Evans, 2006).

La mezcla de reaccion consistio en QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix1 X, 0,5 uM de cada cebador (un par de cebadores por reaccidn), agua libre
de RNAasas y 5 puL de ADNc en un volumen final de 25 uL. En todas las corridas
se incluyeron controles negativos y un estandar para cada gen. El estandar se
realizd mediante diluciones seriadas en base 10 a partir del ADNc de una
muestra escogida al azar.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador en tiempo real
BIO-Rad CFX96 (Bio-Rad Laboratories™) y el programa de ciclado consistié en
una activacion inicial a 502C durante 2min, 952C durante 15min, 39 ciclos de

949C durante 15seg, 522C durante 30seg y 729C durante 30seg.
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Tabla 8.2.- Cebadores utilizados para cuantificar la expresion génica de genes relacionados con la

inmunidad de las abejas

Defensin-F

Defensin-R

VgMC-F
VgMC-R

PO-F
PO-R

RPS5-F
RPS5-R

CAGCATTCGCATACGTACCA abaecina
GACCAGGAAACGTTGGAAAC
TGTCGGCCTTCTCTTCATGG defensina

TGACCTCCAGCTTTACCCAAA

CTCTTCTGTGCCGTTGCATA himenoptecina
GCGTCTCCTGTCATTCCATT
AGTTCCGACCGACGACGA vitelogenina
TTCCCTCCCACGGAGTCC
CTGCACAACCACGTCTCGTT glucosa
deshidrogenasa
ACCGCCGAAGAAGATTTGG
AATCCATTACCTGAAATTGATGCTTAT profenol
oxidasa
TAATCTTCCAACTAATTCATACGCTCTT
ACACGGTTGGTCACTGGTCC lisozima
GTCCCACGCTTTGAATCCCT
AATTATTTGGTCGCTGGAATTG Proteina
TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA  |Posomals5
(RPS5)
ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG B-actina

GACCCACCAATCCATACGGA

Evans, 2006

Yang & Cox-
Foster, 2005

Johnson et al.,
2009

Corona etal.,
2009

Yang & Cox-
Foster, 2005

Yang & Cox-
Foster, 2005

Yang & Cox-
Foster, 2005

Evans, 2006

Yang & Cox-
Foster, 2005

8.9.3.- Cuantificacion de la expresion de genes involucrados en la inmunidad

Para analizar los datos proporcionados por el termociclador se utilizo el

software del equipo (Bio-Rad CFX Manager 2.1; Bio-Rad Laboratories™). La

especificidad de la amplificacién se verifico en todos los casos mediante la

inclusion de una curva de desnaturalizacion de los productos amplificados (de

65 a 95°C).
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En todos los casos los resultados de las amplificaciones para los genes
analizados se expresaron como valores de ciclo de cuantificacién (Cq) y para
cada gen analizado se obtuvo un valor de eficiencia de reaccion para la
amplificacidn, calculado en base a la curva estdndar. La media geométrica de los
dos genes de referencia (RPS5 y B-actina) se utilizé para normalizar y estimar la
expresion de los genes involucrados en la inmunidad mediante el método de

Pfaffl (2001).

8.10.- Evaluacion de la capacidad de los aislamientos de prevenir la

infeccion por N. ceranae en abejas adultas.

8.10.1.- Obtencion y cuantificacion de esporas de N. ceranae

Para la obtencién de una suspensiéon de esporas de N. ceranae se
extrajeron los tubos digestivos de cuatro abejas naturalmente infectadas, se
disecaron los ventriculos y se homogeneizaron individualmente en 1ml agua
destilada estéril. Las suspensiones de esporas resultantes se filtraron a través de
una malla plastica de 10um, las 4 suspensiones se mezclaron para infectar
posteriormente a las abejas recién emergidas (Human et al., 2013).

Para estimar la cantidad de esporas de N. ceranae se colocaron 10ul de la
suspension de esporas en camara de Neubauer y se realizé la cuantificacidn
utilizando un microscopio 6ptico a 400X de acuerdo a lo descrito en el manual

del COLOSS Beebook (Human et al., 2013).
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8.10.2.- Administracion oral del probiodtico e infeccion con N. ceranae en
abejas adultas

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion de los potenciales
probidticos sobre el desarrollo de patégenos en abejas adultas, se evalué su
actividad sobre el desarrollo de N. ceranae. Para esto se obtuvieron cuadros de
pupas operculados de una Unica reina hibrida (Apis mellifera mellifera con Apis
mellifera ligustica) perteneciente a la estacién costera J. J. Nagera (Mar del
Plata, Argentina), y se repitid el ensayo detallado en el punto 6.8.

Luego de dos dias de emergidas, las abejas se mantuvieron en ayunas
durante 3h y se alimentaron individualmente con 20ul de jarabe suplementado
con una suspensién bacteriana (1x10’ ufc/ml de jarabe; Machova et al., 1997).
Las abejas utilizadas como control se alimentaron solo con 20ul de jarabe.

Las abejas se colocaron en sus respectivas cajas conteniendo
aproximadamente 3g de polen y se alimentaron ad libitum con 4ml de jarabe
1:1 inoculado con 5x10° esporas de N. ceranae (extraidas de abejas infectadas
naturalmente; Fries et al., 2013; Human et al., 2013). A las 24h se cambiaron los
alimentadores y se colocaron nuevos conteniendo 4ml de jarabe fresco sin
inocular. Las cajas de abejas se examinaron diariamente para registrar la
supervivencia, cambiar el jarabe de los alimentadores y retirar los individuos
muertos.Este ensayo se realizd por triplicado para cada aislamiento.

Para evaluar la multiplicacién de N. ceranae, las abejas se sacrificaron 7

dias post infeccidn, se extrajeron los tubos digestivos de 30 abejas de cada
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grupo, se disecaron los ventriculos y se homogeneizaron individualmente en
1ml agua destilada estéril. Posteriormente se colocaron 10ul de las
suspensiones de esporas en camara de Neubauer y se realizé la cuantificacion

utilizando un microscopio dptico a 400X.

8.11.- Analisis estadistico

Para evaluar la supervivencia de las larvas y abejas adultas alimentadas
con los aislamientos bacterianos se realizaron analisis de supervivencia de los
distintos grupos utilizando el test no paramétrico de Gehan—Breslow (teniendo
en cuenta las correcciones necesarias en los dias en los que se extrajeron las
abejas para PCR en tiempo real) y las comparaciones a posteriori se realizaron
con el test Holm—Sidak.

En el caso de la evaluacién de la capacidad de los potenciales prebidticos
de prevenir o controlar la infeccion por patégenos (P. larvae y N. ceranae) se
utilizé el mismo procedimiento.

Con el fin de analizar eventuales diferencias en la expresidon de los genes
vinculados a la inmunidad entre las abejas adultas que recibieron o no
potenciales probidticos, se evalud en primer lugar la normalidad (Kolmogorov-
Smirnov, correccién de Lilliefors) y homogeneidad de varianza (test de Levene)
para los datos obtenidos de cada gen. En los casos en que no se cumplieron los
supuestos paramétricos, se transformaron los datos Logqy (x+1) y se repitieron

los test de normalidad y homogeneidad de varianza. De no cumplirse con los
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supuestos de la estadistica paramétrica se utilizé el test no paramétrico Mann-

Whitney para comparar entre grupos.

En todos los casos se establecié que los valores de p < 0,05 eran

significativos.
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9.- Resultados

9.1.- Obtencion de aislamientos bacterianos y analisis de su potencial
probidtico

Con el objetivo de desarrollar una mezcla de microorganismos
probidticos nativos capaz de mejorar la salud de las abejas meliferas se sembré
el contenido intestinal de 59 abejas meliferas provenientes de colonias
histéricamente sanas de los apiarios de INIA La Estanzuela y Facultad de
Veterinaria en agar MRS y Rogosa. A partir del contenido intestinal de 36 abejas
meliferas se obtuvo una coleccién bacteriana de 151 aislamientos
potencialmente probidticos (Anexo 1), mientras que de las restantes 23 abejas
no se obtuvieron colonias en los medios de cultivo utilizados en este trabajo.

A partir de esta coleccidn, se seleccionaron 65 aislamientos al azar y se
observé que 52 fueron bacilos gram positivos, KOH (hidroxido de potasio),
catalasa y oxidasa negativo, es decir potenciales Lactobacillus spp., mientras
que el resto de los aislamientos presentaron diferentes combinaciones de estas
caracteristicas.

Con el fin de evaluar si los aislamientos obtenidos eran capaces de inhibir
el crecimiento de P. larvae, se realizaron ensayos de inhibicidn. Previamente se
analizd si los 65 aislamientos eran capaces de crecer en agar J (medio
semiselectivo para P. larvae). Se observd que estos aislamientos fueron capaces

de crecer y multiplicarse no solo en MRS o Rogosa sino que también fueron
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capaces de hacerlo en medio J (Figura 9.1 A). Esto posibilitd la realizacion del
ensayo de inhibicidn del crecimiento de P. larvae in vitro y se observé que 57 de
los 65 aislamientos seleccionados consiguieron inhibir su crecimiento (Figura 9.1
B y C). Este ensayo permitié realizar una primera preseleccion de los
aislamientos, y solo se continud trabajando con los aislamientos que inhibieron

a P. larvae.

Inhibicion de P. larvae (cm)

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Aislamientos

Figura 9.1.- Ensayo de inhibicidn de Paenibacillus larvae in vitro. A. Diagrama de barras de los halos de
inhibicion de los 65 aislamientos (media+desvio); B. Crecimiento de los aislamientos en medio J; C.

Inhibicion del crecimiento de P. larvae en medio J.
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Posteriormente se construyeron las curvas de crecimiento de los 57
aislamientos seleccionados (mediante espectrofotometria, Figura 9.2) y se
calculd el tiempo de generacién de cada uno. La mediana de los tiempos de
generacion fue 109,3 + 46min, el aislamiento que exhibid el crecimiento mas
rapido mostré un tiempo de generacidon de 63min mientras que el mas lento fue

de 289min (Figura 9.3 y Anexo 1).

0,8

0,7

0,6

0,5

Densidad Optica (Absorbancia 600nm)

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (horas)
1 21 22 29 32 33 34 35 36 37 38
39 46 51 53 67 72 75 76 77 78 81
83 84 90 93 98 102 105 107 108 e 109 == 110
e 112 e 113 114 e 115 116 117 118 119 120 121 122
123 124 125 130 134 137 141 144 148 150

Figura 9.2.- Curvas de crecimiento de los 57 aislamientos analizados, cada aislamiento esta representado

con un color. Los ensayos se realizaron por triplicado, en cada punto se presenta el valor de la media.
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Figura 9.3.- Diagrama de dispersion de los tiempos de generacién de los aislamientos analizados. Cada
aislamiento esta representado con un icono y color distinto. Estos datos fueron calculados a partir de las

curvas de crecimiento.

Posteriormente se analizd el porcentaje de supervivencia bacteriana
luego de permanecer 72h en altas concentraciones de azucar (jarabe 1:1y 2:1) a
4 y 28°C (Figura 9.4) y se observé que los aislamientos poseian un
comportamiento diferencial ya que los porcentajes de supervivencia variaron
entre 0 y 100% dependiendo de la temperatura de incubacién y de la
concentracion de azucar (Anexo 1). Se observd que la temperatura influye
significativamente en la supervivencia, ya que las células incubadas a 4¢C
lograron sobrevivir significativamente mas que aquellas incubadas a 28°C
(Mann-Whitney test p < 0,01 en jarabe 1:1 y 2:1). Por otro lado, no se

observaron diferencias significativas en la supervivencia al variar las
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concentraciones del jarabe, ya sea a 4 o 282C (Mann-Whitney test p=0,25y p =

0,12 respectivamente).

120
F 100 | . S —
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S 60§
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20 . . . . #  Extremos
1:1 1:1 2:1 2:1

28 °C 4°C 28 °C 4°C

Figura 9.4.- Grafico tipo Box plot de la supervivencia de los 57 aislamientos sometidos a diferentes

concentraciones de azUcar (jarabe 1:1 0 2:1) y temperatura (4 y 282C). El porcentaje de supervivencia de

cada aislamiento se calculé como: ((ufc/ml)72h +100)/(ufc/ml)on.

También se estudid la supervivencia de los diferentes aislamientos
seleccionados frente a diferentes condiciones de acidez (pH3, pH5 y pH7). Se
observo que la acidez del medio influye significativamente en la viabilidad de las
células, encontrandose un crecimiento significativamente menor en los
aislamientos incubados en caldo MRS a pH3 comparados con los cultivos en
MRS a pH5 o pH7 (Mann-Whitney test p < 0,01 en ambos casos). Si bien la
supervivencia de la mayoria de los aislamientos se vidé afectada a pH3, algunos

aislamientos lograron mantenerse viables (Tabla 9.1). Por otro lado no se
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observaron diferencias significativas en la supervivencia entre los aislamientos

incubados en medio MRS a pH5 y pH7 (Mann-Whitney test p = 0,66; Figura 9.5).
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Figura 9.5.- Grafico tipo Box plot de la supervivencia de los 57 aislamientos sometidos a diferentes

condiciones de acidez (pH 3, 5y 7). Los datos que se representan corresponden al Aapsorbancia 600nm =

Absorbancia 600nmygh - Absorbancia 600nmg4h.

9.2.- Pre-Seleccion de los aislamientos bacterianos

En base a los resultados obtenidos se realizd la eleccién de aquellos
aislamientos capaces de inhibir in vitro el crecimiento de P. larvae, de sobrevivir
en altas concentraciones de azUcar o capaces de sobrevivir a distintas

condiciones de acidez (Tabla 9.1).
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Tabla 9.1- .Atributos vinculados al potencial probidtico de los 10 aislamientos seleccionados.

% de supervivencia % de supervivencia
Inhibicion de en azucar* a distintas

Aislamiento P. larvae (cm) 1:1 2:1 condiciones de acidez**

282C pH3 pH5 pH 7

2,3+0,42

2,1+1,94 01 21 02 0,7 52 100 100
2,0+0,75 75 76 35 32 100 100 100
1,2+0,72 20 19 3,1 23 54 100 100
0,8 0,07 43 45 38 75 23 100 100

0,60 84 65 67 64 100 100 100
0,9+0,28 30 005 01 24 100 100 69
1,2 +£0,45 38 34 0 38 100 100 71
0,8%+0,75 51 97 5 100 100 100 100
1,2+0,45 94 23 0,02 100 100 100 28

* Se muestra (T*100) / T7oh. ** Se muestra (To*100) /Tap.

9.3.- Caracterizacion molecular de los aislamientos obtenidos

9.3.1.- Identificacion bacteriana

Se realizé la identificacion de los aislamientos obtenidos mediante Ila
amplificacién y secuenciacion del gen que codifica para el ARNr 16S. En todos
los casos se logré amplificar una Unica banda de 1500 pb, correspondiente al

tamafio esperado (Figura 9.6). Dicha banda fue purificada y secuenciada.
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Figura 9.6.- Electroforesis en gel de agarosa 0.8 % donde se muestran las bandas producto de la
amplificacién de un fragmento de 1500 pb del gen que codifica para el ARNr 16S. 1.- Marcador de peso
molecular, 2.- 1, 3.- 22, 4.- 35, 5.- 37, 6.- 51, 7.- 67, 8.- 78, 9.- 110, 10.- 117, 11.- 122, 12.- Control

Negativo. La flecha indica el fragmento amplificado.

La busqueda de similitud de secuencias indicé que la mayor parte de los
aislamientos presentaron un alto porcentaje de similitud (entre 97% y 100%),
con Lactobacillus kunkeei. En la tabla 9.2 se detalla la filiacion asignada a los 10
aislamientos mds prometedores desde el punto de vista biotecnoldgico, su
porcentaje de identidad y el nimero de acceso de la referencia en el GenBank

del NCBI.
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Tabla 9.2- Identificacion de los productos amplificados en la base de datos del Genbank (NCBI).

Lactobacillus helsingborgensis 98% NR_126253.1

Acetobacteraceae bacterium 99% AB777207.1
Lactobacillus kunkeei 99% NR_026404.1
Lactobacillus kunkeei 100% NR_026404.1
Lactobacillus kunkeei 98% NR_026404.1
Lactobacillus kunkeei 100% NR_026404.1
Lactobacillus kunkeei 99% NR_026404.1
Lactobacillus kunkeei 100% NR_026404.1
Enterococcus feacalis 97% NR_074637.1
Lactobacillus kunkeei 97% NR_026404.1

*Se presentan los nimeros de acceso del microorganismo mas cercano en la base de datos del GenBank

del NCBI
9.3.2.- Andlisis de la diversidad genética de L. kunkeei mediante rep-PCR

Dado que de los 57 aislamientos seleccionados 41 fueron identificados
como L. kunkeei, se intentd determinar si estos aislamientos pertenecian a una
misma cepa, o presentaban variaciones genéticas. Con este fin se analizé el
perfil de amplificacion mediante rep-PCR, utilizando los cebadores ERIC y BOX.

El analisis con estos cebadores permitié obtener en ambos casos perfiles
compuestos por entre 3 y 22 bandas con distinto tamafio molecular. Se observo
que en la misma abeja los distintos aislamientos de L. kunkeei obtenidos

exhibieron patrones de bandas diferentes, sugiriendo que en un mismo
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individuo pueden coexistir diferentes variantes genéticas de la misma especie. A
su vez se observaron patrones de bandas similares entre aislamientos de L.
kunkeei obtenidos de distintas colmenas, sugiriendo que la misma variante
genética podria estar presente en diferentes abejas (Figuras 9.7 y 9.8). Por otro
lado también se observd que la inhibicion de P. larvae no estd asociada a una
variante genética en particular ya que los aislamientos que fueron o no capaces

de inhibirlo se encuentran mezcladas en el dendrograma.
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Figura 9.7.- Electroforesis en gel de agarosa 0.8 %. rep-PCR utilizando el cebador BOXA1R. De izquierda a
derecha se observa el dendrograma generado por UPGMA utilizando el programa GelCompare, luego los
carriles de los distintos aislamientos con las bandas que fueron seleccionadas. Los distintos colores

indican de que abeja fue obtenido el aislamiento y el nimero de identificacion esta a la derecha.
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Figura 9.8.- Electroforesis en gel de agarosa 0.8 %. rep-PCR utilizando los cebadores ERIC 1R y ERIC 2. De
izquierda a derecha se observa el dendrograma generado por UPGMA utilizando el programa
GelCompare, luego los carriles de los distintos aislamientos con las bandas que fueron seleccionadas.
Los distintos colores indican de que abeja fue obtenido el aislamiento y el nUumero de identificacion esta

ala derecha.
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9.4.-Ensayos de inhibicion entre los aislamientos.

Una vez seleccionados los 10 aislamientos con caracteristicas mas
prometedoras, se realizd un ensayo de inhibicién para evaluar si existia
antagonismo entre ellos. Se observd que los aislamientos 78 y 117 inhibian
completamente el crecimiento de los otros, los aislamientos 1, 22, 51, y 122
inhibian parcialmente el crecimiento del resto y los aislamientos 35, 37, 67 y
110 no inhibian el crecimiento de ninguno de los otros.

Con el fin de contar con una mezcla de microorganismos que pudiera
presentar diferentes propiedades probidticas y coexistir, se escogieron estos
ultimos 4 aislamientos. Si bien los 4 fueron identificados como L. kunkeei,
presentaron variaciones genéticas asi como fenotipicas, sugiriendo que se trata
de cepas diferentes. Se continud trabajando tanto con los 10 aislamientos
seleccionados de forma individual, asi como con esta mezcla de 4 que no

inhibian el crecimiento de los otros aislamientos analizados.

9.5.- Perfil de acidos grasos volatiles secretados.

La produccién de Aacidos grasos volatiles de los aislamientos
seleccionados se evalué mediante HPLC.

Todos los aislamientos produjeron acido lactico, aunque ademas de esto
se detallan otras caracteristicas. El aislamiento 1 fue productor de acido acético
y propionico; el 22 de acido succinico, acético y propidnico; los aislamientos 37 y

51 fueron productores de acido acético y el aislamiento 122 fue el Unico
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productor de 4cido citrico y también produjo dacido succinico, acético y

propidnico (Figura 9.9).

0,5 -

Concentracion final mg/ml
=
1

Citrico Succinico Lactico Acético Propidnico

MControl M1 M22 E35 M37 H51 M67 M110 122

Figura 9.9.- Grafico que muestra los niveles de produccidon de los distintos acidos grasos volatiles

(Citrico, Succinico, Lactico. Acético y Propiodnico).

9.6.- Supervivencia de las larvas alimentadas con los potenciales
probiodticos y su capacidad de prevenir la infeccion por P. larvae

Con el fin de confirmar que los aislamientos seleccionados no causaran
dafo en el huésped, se llevé a cabo un ensayo de administracién oral en larvas.
Este ensayo se realizd exitosamente obteniendo larvas sanas del quinto estadio
(Dia 6). El tamaio y el aspecto de las larvas coincidieron con lo descrito para
este estadio del desarrollo (Figura 9.10). No se encontraron diferencias
significativas en la mortalidad entre las larvas que consumieron el alimento
larval control y las larvas que consumieron el alimento larval inoculado con la

mezcla de L. kunkeei o con los aislamientos individuales (1, 22, 35, 37, 51, 67,
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110 y 122; Gehan - Breslow, p > 0,05; Figura 9.12). Esto indica que la

administracion de estos aislamientos no alteré la supervivencia de las larvas.

Figura 9.10.- Desarrollo larval de A.
mellifera en condiciones controladas
de laboratorio en placas de

microtitulacion.

Figura 9.11.- Tincién con DAPI de la suspension de esporas de P. larvae. Imagenes tomadas a 100x. A. 15

dias de incubacidon B. 30 dias de incubacion.

Posteriormente se ensayd el efecto antimicrobiano frente a P. larvae in
vivo, empleando el mismo modelo que en el caso anterior. En primer lugar se
prepard una suspension de esporas de P. larvae para utilizar en los ensayos de

infeccion. Luego de 15 dias de incubacidn en la suspension se observaron
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células vegetativas y un bajo nimero de esporas (Figura 9.11 A); mientras que a
los 30 dias se observd un importante aumento en el nimero de esporas (Figura
9.11 B), alcanzando un valor de 1,38 x10° esporas de P. larvae/pl de PBS.

El proceso de infeccidn de larvas empleando el modelo de laboratorio se
realiz6 de forma exitosa mediante la administracion de alimento larval
inoculado con 1000 esporas /ul de alimento a larvas menores a 24h.

Se evalué la supervivencia de las larvas alimentadas con los aislamientos
potencialmente probidticos e infectadas con P. larvae, y se compard con las
larvas que sélo recibieron esporas de P. larvae. Al sexto dia de desarrollo, las
larvas alimentadas con la mezcla de 4 aislamientos de L. kunkeei (35, 37, 67 y
110) e infectadas con P. larvae mostraron una mortalidad significativamente
menor que las larvas infectadas con P. larvae (Gehan - Breslow, p = 0,03; Figura
9.13). La administracion de los aislamientos individuales no consiguié disminuir
significativamente la mortalidad ocasionada por P. larvae (Gehan - Breslow, p >

0,05 en todos los casos).
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Figura 9.12.- Grafico de la mortalidad de las larvas que consumieron el alimento larval suplementado

con distintos aislamientos o la mezcla, o solo alimento larval (control).

120

100

80

60

40

Porcentaje de supervivencia (%)

20

1 2 3 , 4 5 6
Dias
e Control = e e (Control + P. larvge e 1+ P, larvae — 1) + P. larvae
e 35+ P. larvae e 37+ P. larvae e 51+ P. larvae e— 7+ P. larvae

e 1 10+ P. larvae e ] 22+ P. larvae e \ezCla + P. larvae = = = Mezcla

Figura 9.13.- Grafico de la mortalidad de las larvas que consumieron el alimento larval suplementado
con distintos aislamientos o la mezcla de microorganismos probidticos, o solo alimento larval (control) e

inoculadas con una suspensién de esporas de P. larvae.
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9.7.- Supervivencia de abejas adultas alimentadas con los potenciales
probidticos.

En los ensayos de supervivencia de abejas adultas en condiciones
controladas de laboratorio, se administraron los aislamientos potencialmente
probidticos y se evalué la supervivencia de las abejas.

No se encontraron diferencias significativas en la superviviencia de las
abejas adultas luego de la administracidon de jarabe 1:1 suplementado con los
potenciales probidticos (de forma individual o la mezcla de 4 L. kunkeei) cada
dos dias durante quince dias (Gehan — Breslow, p > 0,05) comparado con el
grupo control.
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Figura 9.14.- Curvas de mortalidad de las abejas adultas alimentadas con jarabe 1:1 suplementado con
distintos aislamientos o la mezcla de L. kunkeei. Se utilizaron entre 70 y 82 abejas adultas para cada

grupo.

Por otro lado también se evalud la alimentacidon individual de las abejas

adultas con una sola dosis de 20ul de jarabe 1:1 suplementado con las
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diferentes suspensiones bacterianas o la mezcla de cuatro L. kunkeei. No se
encontraron diferencias significativas entre las abejas alimentados con los
potenciales probidticos (de forma individual o la mezcla de 4 L. kunkeei) con el
control (Gehan - Breslow; p > 0,05 en todos los casos). Estos resultados sugieren
que estos microorganismos potencialmente probidticos no alteran la

supervivencia de las abejas adultas.

9.8.- Capacidad de los aislamientos de prevenir la infeccion por N.
ceranae en abejas adultas

Con el fin de evaluar la posible actividad de los microorganismos
potencialmente probidticos sobre el desarrollo de N. ceranae se infectaron
abejas adultas con esporas de N. ceranae tal como se describié en Materiales y
Métodos.

La supervivencia de las abejas fue similar tanto en el grupo control (sin
infectar) como en los grupos infectados con N. ceranae y alimentadas con los
aislamientos individuales o la mezcla (Gehan — Breslow, p > 0,05). La
supervivencia de las abejas infectadas con N. ceranae (Control + N. ceranae) fue
menor que en los otros grupos de abejas, pero esta diferencia no fue
significativa (Figura 9.15).

Posteriormente se analizé el desarrollo de este microsporidio en las
abejas, mediante conteo de esporas. Ninguna de las abejas pertenecientes al

grupo control sin inocular mostré presencia de esporas de N. ceranae (Figura
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9.16). En cuanto a las abejas infectadas con N. ceranae, se encontré que las
abejas alimentadas con la mezcla de L. kunkeei tenian un numero
significativamente menor de esporas (Mann-Whitney, p = 0,006) que las abejas
control (Figura 9.16), sugiriendo que estos microorganismos son capaces de

disminuir la multiplicacion de N. ceranae.
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Figura 9.15.- Curvas de mortalidad de las larvas alimentadas con los aislamientos durante 7 dias.
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Figura 9.16.- Grafico tipo Box plot del nivel de infeccion de abejas infectadas con N. ceranae vy

alimentadas con los aislamientos 1, 22 o la mezcla. Se utilizaron 30 abejas por cada grupo.

9.9.- Capacidad de los potenciales probidticos de modificar el sistema
inmune de abejas adultas

Posteriormente se evalud si la administracion oral de las diferentes
suspensiones bacterianas o la mezcla de cuatro L. kunkeei afectaba la expresién
de los genes involucrados en la inmunidad humoral y celular de las abejas.

Luego de realizar el ensayo, se realizé la extraccion de ARNm, se
retrotranscribié a ADNc y se amplificaron los distintos genes relacionados con la
inmunidad (abaecina, himenoptecina, defensina, profenol oxidasa, glucosa

deshidrogenasa, lisozima) y vitelogenina, asi como los genes de referencia (8
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actina y rps5). Los resultados de Cq obtenidos se procesaron de acuerdo a lo
descripto por Pfaffl (2001), permitiendo la obtencién de valores de expresion
relativa de los ARNm que codifican para diferentes proteinas.

En todos los casos se evalud si existian diferencias significativas en los
niveles de expresion de diferentes genes entre las abejas que recibieron
microorganismos probidticos y las abejas control, utilizando el test no
paramétrico de Mann-Whitney.

En el caso de la abejas alimentadas con jarabe suplementado con las
diferentes suspensiones bacterianas, los niveles de expresidon de los genes que
codifican para la abaecina, himenoptecina y defensina no se modificd con

respecto a la del control (Figura 9.17).
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Los aislamientos 1, 22 y 35 indujeron una disminucidn significativa del

nivel de expresion del gen que codifica para la profenol oxidasa con respecto al

control, mientras que los aislamientos 51y 67 la aumentaron (Figura 9.18).

24} .

20¢ .
p=0,002

ol 1
16 1
141 o o 1

12} . L e -

1.0 F 520,005 o O T
p=0,003

0.8} T | L o '

0.6 b

T
o
@®

profenol oxidasa

04r o 1
o2b L L -
o Mediana

0.0 L L L L L L L L L L L |:| I534-75%
1 22 35 37 51 &7 110 122 Control Min-Max

Figura 9.18.- Grafico tipo Box plot de la expresidon relativa del ARNm del gen que codifica para la

profenol oxidasa en las abejas alimentadas con los distintos aislamientos probiéticos.
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El aislamiento 51 indujo una disminucién significativa del nivel de

expresion del gen que codifica para la glucosa deshidrogenasa con respecto al

control, mientras que el resto de los aislamientos no modificaron la expresion

en comparacioén con el control (Figura 9.19).
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Figura 9.19.- Gréfico tipo Box plot de la expresion relativa del ARNm del gen que codifica para la glucosa

deshidrogenasa en las abejas alimentadas con los distintos aislamientos probidticos.
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Los aislamientos 37 y 67 indujeron una disminucion significativa del nivel

de expresion del gen que codifica para la lisozima mientras que el resto de los

aislamientos no modificaron la expresién en comparacién con el control (Figura

9.20).
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Figura 9.20.- Grafico tipo Box plot de la expresion relativa del ARNm del gen que codifica para la lisozima

en las abejas alimentadas con los distintos aislamientos probidticos.
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Los aislamientos 22, 35, 37, 51, 67 y 110, indujeron una disminucion
significativa del nivel de expresidon del gen que codifica para la vitelogenina,
mientras que los aislamientos 1 y 122 no modificaron la expresion en

comparacion con el control (Figura 9.21).
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Figura 9.21 Grafico tipo Box plot de la expresion relativa del ARNm del gen que codifica para la

vitelogenina en las abejas alimentadas con los distintos aislamientos probiéticos.

En el caso de la abejas alimentadas jarabe 1:1 suplementado con la
mezcla de L. kunkeei, |la expresion de los genes estudiados no se vié modificada
significativamente con respecto a la expresion de los genes del grupo de abejas

control (Figura 9.22).
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DISCUSION

10.- Discusion

La salud de los animales esta fuertemente influenciada por la comunidad
microbiana de su intestino, y en el caso de A. mellifera, A. dorsata y Bombus
spp. las especies bacterianas predominantes son las pertenecientes al género
Lactobacillus (Babendreier et al., 2007;Cox-Foster et al., 2007; Engel y Moran,
2013; Martinson et al.,, 2011; Moran et al., 2012; Olofsson y Vasquez, 2008;
Tajabadi et al., 2013; Vasquez y Olofsson, 2009).

El genero Lactobacillus es uno de los géneros mas importantes dentro de
las bacterias acido lacticas e incluye actualmente 241 especies incluyendo
subespecies (DSMZ, 2015). Se los puede encontrar en distintos habitats,
incluyendo el tracto intestinal de diversas especies animales (Fujisawa vy
Mitsuoka, 1996; Schrezenmeir y de Vrese, 2001; Tannock, 2004). Los
lactobacilos son considerados GRAS (Generally Recognised As Safe) y son
utilizados en la industria alimentaria como aditivos en la produccidon de quesos y
yogures, para la fermentaciéon de bebidas alcohdlicas como el vino y la sidra asi
como en la preparaciéon de vegetales en conserva (Caplice y Fitzgerald, 1999;
Centeno et al., 1996; Rhee et al., 2011; Zacharof et al., 2010).

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente mencionados, este
estudio se enfocdé en la busqueda e identificacion de lactobacilos del tracto
intestinal de abejas meliferas con potencial probidtico. Se obtuvieron 151

aislamientos, de los que se seleccionaron 65 al azar y se evaluaron diferentes
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caracteristicas, como su capacidad de inhibir el crecimiento de patdgenos, la
capacidad de sobrevivir en distintas concentraciones de acidez y a distintas
concentraciones de azlcar y temperatura. Estas caracteristicas varian entre
especies bacterianas e incluso entre cepas de una misma especie, por lo que es
importante que sean evaluadas de forma individual para cada aislamiento
(Jacobsen et al., 1999; Kailasapathy y Chin, 2000; Suzuki et al., 2008).

Luego de la caracterizacion inicial mediante tincion de Gram, catalasa y
oxidasa, el primer atributo evaluado fue la inhibicidn de P. larvae in vitro. Este
microorganismo es el agente causal de la Loque Americana, una severa
enfermedad que afecta a la cria de las abejas meliferas (Genersch et al., 2006).
Debido al caracter altamente infeccioso de este patdgeno, ante la aparicion de
sintomas clinicos la recomendacidn es quemar la colmena. Esta practica genera
grandes pérdidas econdmicas a los productores, por lo que es interesante que
un futuro probidtico posea la capacidad de inhibir o disminuir su crecimiento. Se
ha reportado que determinadas bacterias aisladas del intestino de la abeja, de la
colmena o la miel poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de P. larvae en
ensayos in vitro (Alippi y Reynaldi, 2006; Forsgren et al., 2010; Sabate et al.,
2009; Yoshiyama et al., 2013). En el presente trabajo se observd que la mayoria
de las bacterias del acido lactico seleccionadas mostraron antagonismo contra
P. larvae.

La miel y el néctar que consume A. mellifera contiene altas

concentraciones de azlUcares (sacarosa, glucosa, fructosa, levulosa, dextrosa
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entre otros). Por otro lado, la forma de administracion mas practica de los
productos apicolas es por medio del jarabe con azlcar de cafia, en
concentraciones de 1000 o 2000g/l. Por ambos motivos es importante que los
microorganismos a emplear en el disefio de productos en base a probidticos,
tengan la capacidad de sobrevivir en estas condiciones. Audisio y Benitez -
Ahrendts (2011) evaluaron la supervivencia de una cepa de Lactobacillus
johonsonii a concentraciones de azucar de 125g/lI, 250g/l y 500g/I. Estos autores
observaron que la cepa no perdia viabilidad a las 24h al ser incubada en 125 g
de azucar/l, mientras que, en concentraciones de azlcar superiores no habia
crecimiento (500 g/l) o se veia muy disminuido (250g/I). Machova et al. (1997)
analizaron la supervivencia de 5 aislamientos de bacterias del acido lactico de
distintos origenes en 500g de azucar/l. Luego de 72h a 282C observaron que el
nlimero de microorganismos se redujo entre uno y dos érdenes de magnitud. En
el presente trabajo, se evalud la supervivencia de los aislamientos a dos
concentraciones de azucar (1000g/l y 2000g/1) y dos temperaturas (282C y 42C)
y se observé que la mayoria de los aislamientos fueron capaces de sobrevivir a
las concentraciones utilizadas. Hay que tener en cuenta que debido a la
viscosidad de los jarabes utilizados en estos ensayos, se debe mantener
particular cuidado al homogeneizar las suspensiones para que el ensayo sea
reproducible. Cabe destacar que no se observaron diferencias en la
supervivencia de los microorganismos entre las distintas concentraciones de

azucar, aunque si se observd una mayor supervivencia de los aislamientos
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incubados durante 72h a 42°C. Esto indicaria que los apicultores podrian
preparar el jarabe con el probidtico 3 dias antes y almacenarlo a 42C hasta 3
dias antes de utilizarlo.

La via de administracion del probidtico a las abejas sera oral, por lo tanto
es necesario que los microorganismos que se utilizaran para un futuro
probidtico logren sobrevivir durante el paso por el tracto gastrointestinal del
hospedero (Reid, 1999). En este caso los probidticos deben sobrevivir a un
amplio rango de acidez, desde el néctar y la miel, que poseen un pH de 3,9, al
interior de las larvas que puede llegar a tener un pH superior a 7 (Bignell y
Heath, 1985; Snowdon vy Cliver, 1996). Esta descrito que muchas especies de
lactobacilos pueden hacer frente a medios acidos ya que poseen mecanismos
que les permiten mantener el pH intracelular cercano a la neutralidad. Un
ejemplo de estos mecanismos pueden ser las bombas de protones y las enzimas
involucradas en la produccién de compuestos alcalinos (Ljungh y Wadstrom,
2009; Piard y Desmazeaud, 1991, 1992). En este trabajo, gran parte de los
aislamientos obtenidos fueron capaces de sobrevivir e incluso multiplicarse
luego de 4h de incubacion bajo estas condiciones de acidez ( pH3, pH5,y pH7),
sugiriendo que podrian resistir el paso por el tracto digestivo y llegar viables al
intestino de las larvas y de las abejas adultas.

En estudios previos Tajabadi et al. (2011) y Olofsson y Vazquez (2008)
reportaron que la especie predominante en A. mellifera y A. dorsata, es

Lactobacillus kunkeei y que esta presente en el intestino de las abejas sélo
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durante el verano (Rangberg et al., 2015). Este microorganismo fructofilico
(utiliza fructosa antes que glucosa como fuente de carbono) fue aislado por
primera vez a partir de jugo de uva destinado a la preparacidon de vino y se
describié como un microorganismo perjudicial para la industria vitivinicola ya
que inhibe la fermentacion de Saccharomyces bayanus y Saccharomyces
cerevisiae, dos de las levaduras utilizadas para la fermentacidn del jugo de uva
(Huang et al., 1996). Pero para las abejas, la presencia de L. kunkeei dentro de la
colmena es favorable ya que evita el crecimiento de hongos que pueden
fermentar el néctar, permitiendo de esta forma que la miel conserve su
caracteristicas organolépticas y nutricionales (Olofsson y Vasquez 2008;
Snowdon y Cliver 1996).

Al identificar los aislamientos seleccionados mediante la amplificacion y
secuenciacion del gen que codifica para el ARNr 16S, la mayoria de los
aislamientos que en principio fueron identificados como presuntos lactobacilos
por sus caracteristicas fenotipicas, resultaron ser pertenecientes al género
Lactobacillus y en particular corresponden a la especie Lactobacillus kunkeei,
coincidiendo con lo descrito por Tajabadi et al. (2011) y Olofsson y Vazquez
(2008). Otras especies identificadas fueron Lactobacillus helsingborgensis,
Acetobacteraceae bacterium y Enterococcus feacalis.

Rangberg et al. (2012) describié a L. kunkeei como una especie
genéticamente heterogénea luego de analizar el contenido plasmidico de 40

cepas de este microorganismo aisladas del intestino de abejas meliferas;
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observaron una gran variabilidad tanto en el tamano de los plasmidos como en
el nimero que contenia cada aislamiento (entre 0 y 6). Posteriormente
Rangberg et al. (2015) estudiaron la capacidad de 8 de esos aislamientos de L.
kunkeei de ser transformados, encontrando nuevamente diferencias ya que
solamente 4 fueron capaces de ser transformados. Cuando en este trabajo se
observd que existian diferencias muy notorias en las caracteristicas fenotipicas
de los aislamientos a pesar de haber sido identificados como L. kunkeei, se
decidié analizar la diversidad genética intraespecifica por medio de rep-PCR.
Esta técnica permitid comprobar que existe una gran diversidad genética entre
los aislamientos seleccionados ya que se obtuvieron diversos patrones de
bandas distintos. No fue posible asociar las caracteristicas fenotipicas
observadas a un perfil de bandas determinado.

Este ensayo permitié observar que en una abeja coexisten distintas
variantes genéticas de L. kunkeei y que la misma variante genética puede estar
presente en diferentes abejas meliferas. Seria interesante evaluar el contenido
plasmidico de los aislamientos obtenidos para compararlos con los descritos por
Rangberg et al. (2012, 2015), e incluso con la primer cepa descrita (L. kunkeei
YH-15; Edwards et al., 1998) y analizar si existe alguna correlacién entre la
diversidad observada por rep-PCR y el nimero o tamaifo de plasmidos
encontrados.

En este trabajo se planted desarrollar una mezcla de microoganismos

probidticos para complementar las ventajas brindadas por cada aislamiento
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individual. Para ello se analizaron los resultados obtenidos y se seleccionaron los
10 aislamientos que resultaron mas prometedores desde el punto de vista
bioldgico y biotecnoldgico. Posteriormente se evalué la capacidad de los
aislamientos de inhibirse entre ellos y se observd que cuatro aislamientos
identificados como L. kunkeei no inhibian el crecimiento del resto de los
microorganismos. Esto sugiere que estos cuatro aislamientos producen algun
compuesto difusible capaz de inhibir el crecimiento de P. larvae, pero no seria
capaz de inhibir el crecimiento de otros aislamientos emparentados. Esto podria
ser una ventaja importante, ya que no alteraria la comunidad de BAL presentes
naturalmente en el tracto gastrointestinal de las abejas.

Muchos factores pueden estar involucrados la actividad antibacteriana
de las BAL, incluyendo metabolitos como el acido lactico o acido acético, que
son capaces de inhibir el crecimiento de otras bacterias al aumentar la acidez
del medio. Las BAL tambien son capaces de producir peréxido de hidrégeno y
bacteriocinas que actidan sobre la membrana plasmatica de los otros
microorganismos (Ljungh y Wadstrom, 2009). La produccién de esta clase de
sustancias es una caracteristica a tener en cuenta al momento de elegir una
cepa probidtica ya que puede participar en el control de microorganismos
patégenos (O'Sullivan et al., 2005). En este trabajo se encontré que todos los
aislamientos seleccionados son productores de acido lactico y algunos
aislamientos producen otros acidos graso volatiles. Estos compuestos podrian

colaborar en el mantenimiento del alimento y la colmena en general, ya que a
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modo de ejemplo el acido acético es utilizado para el control de
las larvas y huevos de Galleria mellonella (polilla de la cera), que destruyen
los cuadros de cera (Charriere e Imdorf, 1999).

Por otro lado luego de analizar el perfil de AGV en el medio de cultivo se
encontraron discrepancias con lo descrito por Endo et al. (2009; 2012) ya que en
los aislamientos identificados como L. kunkeei no se obtuvieron cantidades
equimolares de acido lactico y acido acético, como lo proponia ese autor.

Una vez culminada la etapa de laboratorio, y contando con 10
aislamientos potencialmente probidticos, se realizaron ensayos in vivo, en larvas
y abejas adultas con el fin de evaluar el efecto de su administracion in vivo.
Tanto los distintos aislamientos individuales como la mezcla de los 4 L. kunkeei
no causaron efectos deletéreos ni en larvas ni en abejas adultas. Resultados
similares fueron reportados por Yoshiyama, et al. (2013) al analizar el efecto de
BAL aisladas de materiales fermentados sobre la salud de las abejas meliferas.
Estos resultados sugieren que la administracién de los aislamientos individuales
e incluso de la mezcla es segura para la cria y las abejas adultas.

Otra de las caracteristicas buscadas en un probidtico es la capacidad para
modular el sistema inmune. En mamiferos las BAL pueden modular
directamente las cascadas de citoquinas y el sistema inmune innato (Yasui et al.,
1999).

En este trabajo se observd que la administracion de los probidticos

individuales en abejas adultas no modificé la expresion de los peptidos
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antimicrobianos ni de la glucosa deshidrogenasa. Por otro lado se observd que
la alimentacidon con algunos aislamientos disminuyé significativamente los
niveles de expresién de (pro)fenol-oxidasa, lisozima y vitelogenina, lo que
podria influir negativamente en la defensa contra patdégenos. Al repetir el
ensayo utilizando la mezcla de microorganismos probidticos, se observé que no
se alterd la expresion de estos genes. Esto sugiere que la mezcla de aislamientos
de L. kunkeei contrarresta el efecto que cada microorganismo produce por
separado sobre el sistema inmune de la abeja, y que podria ser administrado en
abejas adultas sin tener efectos negativos en su inmunidad.

Como se mencioné anteriormente, la capacidad de la microbiota nativa
de proteger al hospedero contra los microorganismos patdégenos es
dependiente de multiples factores, y la exclusion competitiva por parte de los
microorganismos nativos es una de las principales barreras que posee el
intestino (Reid, 1999). Por otra parte, se ha descrito que las esporas de P. larvae
colonizan el intestino medio de las larvas, siendo éste el paso mas importante
en la infeccion (Yue et al., 2008). Por estos motivos el primer requisito para
seleccionar los aislamientos fue la capacidad de inhibir el crecimiento de P.
larvae in vitro e in vivo. La administracion de la mezcla de L. kunkeei logré
disminuir la mortalidad de larvas infectadas con P. larvae. Este resultado
coincide con lo reportado por Forsgren (2010) que al administrar lactobacilos y
bifidobacterias en el alimento larval observé una reduccién significativa de la

infeccion por P. larvae.
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Por otro lado, la mezcla de L. kunkeei también logré disminuir la infeccion
por N. ceranae, y mostrdé una tendencia a reducir la mortalidad de las abejas
infectadas con el microsporidio. Este ultimo no pudo ser estadisticamente
corroborado ya que el ensayo se llevé a cabo hasta el dia 7 post infeccidon y las
diferencias en mortalidad se ven en general después de ese dia.

Los resultados obtenidos en esta tesis podrian considerarse como
prometedores, ya que se logrd desarrollar una mezcla de 4 aislamientos de L.
kunkeei que son capaces de sobrevivir en altas concentraciones de azucar y
acidez, su administracidon es segura en larvas y abejas adultas, no afectan el
sistema inmune y son capaces de inhibir el desarrollo de patégenos como P.
larvae y N. ceranae, logrando mejorar la supervivencia de larvas y abejas
adultas.

Los experimentos realizados en este trabajo dan |la pauta de que el uso
de esta mezcla de 4 aislamientos de Lactobacillus kunkeei puede ser efectiva
para el control de Nosema ceranae y Paenibacillus larvae, lo que mejoraria la

salud de las abejas meliferas en campo.
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11.- Conclusiones

Se obtuvieron 151 aislamientos a partir de abejas de colmenas
historicamente sanas, los que en su mayoria fueron identificados como
Lactobacillus kunkeei.

A pesar de pertenecer a la misma especie estos aislamientos presentaron
diferencias fenotipicas y genotipicas.

Se obtuvo una mezcla de 4 L. kunkeei que consiguieron inhibir in vitro el
crecimientos de P. larvae, presentaron una alta suprevivencia a distintas
condiciones de acidez y de azucar.

La administracion de esta mezcla no afectd la viabilidad de larvas y abejas
adultas en condiciones de laboratorio, mejord la supervivencia de las larvas
infectadas con P. larvae, consiguid disminuir el niumero de esporas de N.
ceranae y no influyod sobre el sistema inmune de las abejas adultas.

Es posible especular que la administracion de esta mezcla de 4 L. kunkeei
tendria efectos benéficos en las colmenas, mejorando la salud de las abejas

meliferas.
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12.- Perspectivas

El presente trabajo de tesis abre diversas perspectivas en el campo de los
probidticos y la promocion de la salud de las abejas meliferas, en un contexto
problematico con respecto a las pérdidas a nivel mundial.

Una posible linea de accién podria radicar en profundizar el analisis
genético y de diversidad de los aislamientos candidatos identificados como L.
kunkeei. Es importante dilucidar las caracteristicas de cepas que seran,
eventualmente, liberadas al ambiente a través de su administracion.

Por otra parte, se procurard avanzar en la dilucidacién de la respuesta
tanto individual como colonial frente a la administracién de la mezcla de L.
kunkeei. En este sentido se evaluard en ensayos de laboratorio la respuesta de
algunos genes relacionados a la inmunidad de larvas y abejas adultas luego de la
infeccion con P. larvae y N. ceranae respectivamente. Posteriormente se
aplicard esta mezcla de L. kunkeei en colmenas en el campo y se evaluara el
efecto sobre la fortaleza, produccién y la prevalencia de patégenos en las

colmenas.
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15.- Anexo |

Resistencia Osmotica al
Jarabe (porcentaje de]Toleranciaadistintascondicionesde acidez
supervivencia)
1:1 2:1 Porcentaje de|] Diferencia de
supervivencia absorbancia
. Numero . . L . Porcentaje de|lInhibicién de P. Tiempo” de
Aisl. de abeja Morfologia | Gram | Catalasa | Oxidasa Filiacion Asignada identidad larvae (cm) (g:‘ri\:)raaon 282C | 4eC| 282C| 4°C | pH3 | pH5 | pH7 | pH3 | pH5 | pH7
1 2 Bacilos + - - Lactobacillus helsingborgensis 98% 2,3 +0,42 185,3 15 | 21| 14 | 48 6 100 | 100} 0,05(0,18 (0,19
21 3 Bacilos - + - Acetobacteraceae bacterium 99% 0,2 + 0,35 288,9
22 3 Bacilos - + + A. bacterium 99% 2,1 +1,94 245,8 0 2 0 52 | 100 | 100]0,04]|0,07|0,54
29 7 Bacilos + - - Lactobacillus kunkeei 99% 0,8 +1,06 247,0 16 4 32 7 2 100 | 100 | 0,00 [ 0,04 | 0,05
32 7 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,1 +0,07 194,1 0 0 0 0 7 100 | 100 ] 0,00 | 0,05 | 0,08
33 7 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,0 £0 101,7 86 0] 137] 100 | 100 [ 100} 0,01 | 0,07 | 0,21
34 7 Bacilos + - + L. kunkeei 99% 1,3 £0,21 137,1 11| 12 8 0] 100 | 100 J 0,00 | 0,04 | 0,07
35 7 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 2,0 £0,75 81,6 75 |76 | 35 | 32 | 100 | 100 | 100 ] 0,00 | 0,03 | 0,05
36 7 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,0 £0,14 113,7 8 37| 62 | 64 | 100 | 100 | 100 ] 0,00 | 0,04 | 0,16
37 7 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,2 +£0,72 108,3 20 | 19 3 23 54 | 100 | 100 ] 0,00 [ 0,04 | 0,04
38 7 Bacilos + - - ND 1,1 +0,42 116,3 8 65| 49 | 79 | 100 | 100 | 100} 0,00 | 0,04 | 0,19
39 7 Bacilos + - - L. kunkeei 98% 1,2 +£0,07 131,7 0 82| 32 | 58 | 100|100 | 100]0,12|0,56 | 0,54
46 7 Bacilos + - - L. kunkeei 98% 0,9 £0,28 137,9 0 43 0 95 ] 100 | 100 | 100 0,18 (0,42 (0,46
51 7 Bacilos + - - L. kunkeei 98% 0,8 0,07 150,9 43 | 45| 38 | 75 23 [ 100 | 100}]0,09|0,23]|0,27
53 7 Bacilos + - - L. kunkeei 99% 1,3 £0,36 129,4 1 41 0 157] 64 | 100 | 100 ] 0,00 | 0,06 | 0,16
67 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 0,6 £0 117,5 85 [ 65| 67 | 64 | 100 | 100 | 100} 0,09|0,22 0,02
72 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,1 +0,14 87,8 96 | 100 | 100 ] 0,00|0,07]0,08
75 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,2 £0,35 93,3 0 0 0 0 100 | 100 0 0,13 (0,29
76 8 Bacilos + - - ND 1,4 £0,63 76,5 0 0 10 12 33 [ 100 | 100 ] 0,00 0,04 ]0,18
77 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,7 £0,71 140,3 0 99 [ 100]0,00|0,06 (0,08
78 8 Bacilos + - - L. kunkeei 99% 0,9 +£0,28 101,8 30 0 100 | 100 | 69 | 0,03 0,17 ]0,02
81 8 Bacilos + - - L. kunkeei 98% 1,2 +0,35 91,8 0 0 0 100 | 100} 0,00 (0,44 (0,51
83 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1,6 +£0,35 173,8 0 59 2 75 62 | 100 | 100]0,01]0,400,25
84 8 Bacilos + - - L. kunkeei 100% 1i1 + Oi14 141,1 0 10 0 4 15 | 100 | 100} 0,00 | 0,04 | 0,14
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88 8 Bacilos + L. kunkeei 98% 0

90 8 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,8 £0,28 131,3 13 0 27 70 (100|100]0,00(0,16(0,04
93 8 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,7 £0,42 120,9 5 98 10 (100100} O (0O,31]0,29
97 8 Bacilos + L. kunkeei 99% 0

98 8 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,4 £0,49 157,4 13 0 3 9 26 (100(|100}0,00(0,15(0,38
100 20 Bacilos + L. kunkeei 100% 0

101 20 Bacilos + L. kunkeei 97% 0

102 20 Bacilos + L. kunkeei 100% 0,7 £0,14 100,1 2 23 0 219 31 (100|100}0,00(0,15(0,38
103 20 Bacilos + L. kunkeei 99% 0

104 20 Bacilos + L. kunkeei 100% 0

105 21 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,2 +0,32 100,9 0 64 0 68 37 5 2 10,01]0,18]0,23
106 21 Bacilos + L. kunkeei 86% 0

107 28 Bacilos + L. kunkeei 99% 0,7 £0 62,6 1 49 0 57 100(100}0,0110,3110,23
108 28 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,2 £0,21 91,4 87 0 43 100(100]0,0010,21 10,24
109 29 Bacilos + L. kunkeei 100% 0,9 £0,71 83,4 0 31 0 114 76 1100]0,00|0,22]0,19
110 22 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,2 +0,45 89,7 38 34 0 38 100 |100| 71]0,00]0,22]0,22
111 22 Bacilos + L. kunkeei 97% 0

112 23 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,1 +0,36 101,7 10 70 1 206 0 100 97 ]0,0010,3910,27
113 23 Bacilos + L. kunkeei 99% 0,7 £0,61 85,4 0 28 0 91 0 100(100}0,0010,42 10,38
114 23 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,0 £0,56 1214 0 43 0 116 0 53 1100|0,01]0,45]0,32
115 23 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,5 +0,78 91,8 82 0 96 0 51183]0,01|0,33]0,24
116 23 Bacilos + L. kunkeei 99% 0,7 £0,61 100,0 40 0 40 1 100(100]0,0210,26]0,22
117 23 Bacilos + Enterococcus feacalis 97% 0,8 £0,75 58,7 51 97 5 116 | 100 [100(100]0,00(0,15]0,16
118 24 Bacilos + L. kunkeei 99% 2,0 £0,90 92,2 0 46 0 124 0 100(100]0,05]0,33]0,22
119 25 Bacilos + L. kunkeei 99% 0,3 £0,52 0 100(100}0,0010,16 0,26
120 26 Bacilos + L. kunkeei 100% 2,5+042 109,3 15 6 0 0 100(100}0,00(0,17]0,17
121 26 Bacilos + L. kunkeei 99% 0,6 £0,28 95,7 0 36 0 99 0 100(100}0,0210,2210,14
122 26 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,2 £0,45 160,4 94 23 0 220 0 100(100}|0,03]0,17]0,11
123 26 Bacilos + L. kunkeei 100% 1,7 £0,38 138,5 92 0 0 0 100(100}0,0710,13]0,18
124 26 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,3 £0,62 99,3 47 0 39 0 1 1 10,0410,27(0,27
125 26 Bacilos + L. kunkeei 99% 1,6 £0,60 122,2 4 0 9 100 |100| 28 |0,00]0,4410,22
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128 30 Bacilos + + ND 2,4 £0,56 35 100
130 31 Bacilos + + ND 1,2 £0,28 118,4

131 33 Bacilos + + ND 2,0 £0,49 126,0

134 35 coCcos + + ND 0,7 £0,42

137 35 COCOS + - ND 1,2 0,14 74,0

141 35 coCcos + + ND 0,7 £0,99 84,3

144 35 coCos + - ND 1,2 £0 249,4 51 100
148 35 cocos + + ND 1,4 +0,07 131,8 0 25
150 36 bacilos + + ND 1,9 £1,27 29 26
151 36 bacilos + + ND 2,6 +0,64 168,7

ND: No determinado
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