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Sintesis:

La investigacion se llevo a cabo en un apiario docente- experimental (LARISA),
entre los meses de marzo-junio, 2018 y tuvo como objetivo comprobar el efecto
probiotico del jarabe inoculado con cepas de Lactobacillus kunkeei SS70 y
Lactobacillus rhamnosus SS73 sobre indicadores de salud en colonias de abejas
Apis mellifera. El disefio experimental incluyd 2 grupos problemas y 1 testigo,
representando concentraciones de sacarosa diferentes, (125 g/L y 50% v/v). Se
evalué inicialmente el crecimiento de las cepas empleadas en un medio de cultivo
alternativo. En el experimento de campo se evaluo al inicio y al final de la etapa
(28 dias) los siguientes indicadores: consumo del jarabe inoculado por colmena,
tasa de infestacién de las principales enfermedades y fortalezas de las colmenas.
No se encontré diferencias significativas del crecimiento de las cepas entre los
medios convencional-MRS y el alternativo-MISSEL. Los resultados de campo
mostraron que, en el nivel de consumo de jarabe, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales, demostrandose que el in6culo no
influye en la palatabilidad del jarabe. En el diagnéstico inicial de las enfermedades
se observo que el agente de mayor nivel de infestacién fue la Varroosis y este
patogeno disminuyo al final del experimento en todos los grupos. La fortaleza de
las colmenas a los 28 dias, solo mostré una tendencia positiva al compararlas con
el control en los indicadores, Panales con Miel y con Polen.En el disefio utilizado
en el ensayo de campo, no se comprobé efecto probidtico del jarabe inoculado.



Synthesis:

The research was carried out in a teaching-experimental apiary (LARISA),
between the months of March-June, 2018 and aimed to verify the probiotic effect
of the syrup inoculated with strains of Lactobacillus kunkeei SS70 and
Lactobacillus rhamnosus SS73 on health indicators in honey bee colonies Apis
mellifera. The experimental design included 2 problem groups and 1 control,
representing different sucrose concentrations, (125 g / L and 50% v / v). The
growth of the strains used in an alternative culture medium was initially evaluated.
In the field experiment, the following indicators were evaluated at the beginning
and at the end of the stage (28 days): consumption of syrup inoculated per hive,
rate of infestation of the main diseases and strengths of the hives. No significant
differences were found in the growth of the strains between conventional-MRS and
alternative-MISSEL media. The field results showed that, at the level of syrup
consumption, no significant differences were observed between the experimental
groups, demonstrating that the inoculum does not influence the palatability of the
syrup. In the initial diagnosis of the diseases it was observed that the agent with
the highest level of infestation was Varroosis and this pathogen decreased at the
end of the experiment in all the groups. The strength of the beehives at 28 days,
showed only a positive tendency when compared with the control in the indicators,
honeycombs with honey and with pollen. In the design used in the field trial, no

probiotic effect of the inoculated syrup was found.



Introduccioén:

Las abejas meliferas (Apis mellifica L.) desempefian una funcién protagdnica por
su actividad polinizadora insustituible, ante una agricultura cada vez mas moderna
e intensiva. El hombre no puede manejar con estos fines mariposas, coledpteros,
murciélagos o pajaros. Son las abejas, las que se ocupan de polinizar infinidad de
cultivos que forman parte de la cadena trofica del hombre (Verde et al., 2013,
Breeze et al., 2016).

La evolucion de la clase Insecta y del orden Hymenoptera, donde figuran las
abejas ocurri6 hace aproximadamente 180 millones de afos, (Carpana 2004).
Existen tres subfamilias que conformaron la familia Apidae (Meliponinae,
Bombinae y Apinae), logré alcanzar mejores adaptaciones la Apinae. El género
Apis consiguié mayor distribucion en el mundo y conllevd al establecimiento de
distintas razas de abejas, como Apis mellifera o abeja negra alemana y Apis
mellifera ligUstica o abeja italiana, presentes en el genofondo de la abeja criolla
cubana (ACPA, 2010).

Todas las abejas presentan caracteristicas anatdmicas, fisiologicas vy
conductuales que las hacen dependientes de las plantas, representando entre 73
y 88 % de la polinizacibn entomégama (entomdfila). Cada afio, las abejas
meliferas polinizan plantas y plantaciones con valor estimado en 40 billones de
dolares, mas de un tercio de la produccion de alimentos en muchos paises. En
Europa, 84 % de la produccion de las especies cultivadas dependen directamente
de la polinizacion entomofila (Noticias ApiNews, 2013).

La apicultura mundial se trabaja hoy en ecosistemas que, en su mayoria, se
encuentran deteriorados por causas antropicas. En el caso de los ecosistemas
agricolas, el intenso laboreo de la tierra tiende a reducir, y hasta destruye los
nichos naturales de insectos polinizadores sometiéndolos a presiones y
modificaciones antrdpicas complejas y estresantes (Goulson et al., 2015). Este
tema es menos estudiado en lo que respecta al efecto de este tipo de agricultura
en la nutricion y el equilibrio de las abejas insertadas en estos agroecosistemas
(Verde, 2014, Porrini et al., 2016).



En el caso de la apicultura, su vinculo con la seguridad alimentaria debe
abordarse desde diversas perspectivas: como elemento biologico indispensable
para asegurar con la polinizacion, la calidad y los rendimientos de los cultivos
entomdfilos; por su impacto en la biodiversidad y el equilibrio hidrico, que a su vez
garantiza y favorece los cultivos de los alimentos que participan en la cadena
trofica del hombre, y por las producciones de alimentos que genera con la
necesaria inocuidad que deben tener para el consumo de forma directa por el
hombre (Martin y AA.VV. 2009).

Corresponde a los servicios veterinarios de un pais el establecimiento de
controles sanitarios en toda la cadena productiva, que permitan velar por la
ausencia de residuos quimicos, sustancias prohibidas, contaminaciones
microbiolégicas o particulas groseras en los productos de la colmena (Verde et
al., 2012, Labatut 2013).

En Cuba la apicultura esta incluida como una rama agropecuaria de interés para
el Ministerio de la Agricultura y se contempla entre las estrategias de desarrollo
agropecuario, respaldada por politicas agroindustrial que propician la cohesién del
sector (PCC, 2016). De igual forma el manejo integrado para el control de las
enfermedades incluye el control de las enfermedades trasmisibles sin el uso de
medicamentos, ayudando asi a obtener producciones inocuas (MINAG,
Resolucion 547/2013).

El desarrollo de nuevas estrategias con un enfoque integral que persiga mejorar
globalmente el rendimiento y el bienestar de las abejas para que jueguen su rol
como polinizadores, asi como reducir la presencia de patdgenos y gérmenes
oportunistas en las explotaciones apicolas con tales fines, se seguira
intensificando en los préximos afios, ante el futuro marco legislativo referente a la

salud y la nutricion de esta especie.

Una alternativa a esa problematica pasaria por la manipulacion de la microbiota
del tracto digestivo de las abejas mediante la administracion de probidticos para
asi promover la salud intestinal del insecto, a través de una mayor diversidad
microbiana, la estabilidad de la misma, sus metabolitos y sus interacciones con el

epitelio y el sistema inmune (Janashia et al., 2018).



El empleo de probidtico como terapia no farmacolégica para la prevenciéon de
algunas deficiencias sanitarias de origen microbiano en las abejas permite
mantener e incrementar la produccién de alimentos de manera sustentable y

agroecoldgica.

Los probidticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en forma adecuada al huésped producen efectos benéficos sobre
su salud” (FAO, 2002, Hill et al., (2014). Las bacterias del género Lactobacillus y
las levaduras han sido las mas estudiadas con esos fines (Ahmed et al., 2013).

La inclusion de probidticos o microorganismos potencialmente benéficos en las
dietas para abejas ha demostrado eficacia para mejorar la salud del huésped vy el
medio ambiente (Khaled et al.,2018). Los indicadores higiénico-sanitarios se
mejoran en la colonia a partir diversos mecanismos de accién de los probioticos;
los cuales funcionan como una barrera de defensa profilactica contra los

patégenas de este insecto (Audisio et al.; 2015).

Méas que en un enfoque terapéutico, este tipo de aditivos puede encontrar su
principal aplicacién en la prevencion o profilaxis de infecciones ya que su accion,
al contrario de los antibidticos, no se centra tan sélo en atacar directamente a
agentes patégenos, sino en modular el medio ambiente gastrointestinal y, de esta
manera, reducir el riesgo de enfermedades en sinergia con el sistema defensivo
del insecto huésped (KuzysSinova et al., 2016). Ademas, el uso de antibibticos y
productos quimicos aumentan o incrementan el riesgo de contaminacion de los
productos de las colmenas porque ellos pueden persistir en la miel y como
consecuencia afectar su calidad con repercusion en la salud del consumidor e

influyendo en su comercializacion.

Problema cientifico.
¢ Tiene efecto probidtico el suministro de Lactobacillus spp. inoculados en jarabe

sobre indicadores de salud en colonias de abejas Apis mellifera?

Hipotesis:
Si se le suministrara jarabe inoculado con Lactobacillus spp. a las colonias de

abejas, entonces estamos en condiciones de mejorar los indicadores de salud.



Objetivo general:
» Comprobar el efecto probidtico del jarabe inoculado con Lactobacillus spp.

sobre indicadores de salud en colonias de abejas Apis mellifera.

Objetivos especificos
» Evaluar el crecimiento de Lactobacillus ssp. empleados en la inoculacion

del jarabe en un medio de cultivo alternativo.

» Determinar el efecto probidtico del jarabe inoculado con Lactobacillus spp.
sobre el consumo e indicadores de salud en colonias de abejas Apis

mellifera.

» Evaluar el efecto probiotico del jarabe inoculado con Lactobacillus spp.

sobre la fortaleza de las colonias de abejas Apis mellifera.



I. Revisién bibliogréfica.

1.1. Laimportanciade las abejas
La Apicultura es la ciencia y arte que estudia el cultivo y manejo de la abeja

melifera del género Apis, no obstante, también se consideran otras especies de
himendpteros con potencial de polinizacion y de produccion de miel. La especie
Apis mellifera es de interés especial por ser la mas productiva y como

consecuencia, la mas manejada en la apicultura a nivel mundial (Vidal, 2012).

La apicultura moderna comienza con la creacion de los panales y los cuadros
moviles, en virtud que no se destruyen los mismos al realizar la cosecha de miel,
las hojas de cera estampada y los extractores mecanicos, alcanzando su
esplendor a fines del siglo XIX y a principios del siglo XX, gracias a los trabajos de

muchos estudiosos (Wikipedia, 2013).

Los primeros rasgos de la apicultura se remontan en la antigiedad. Los
chinos, los griegos, los romanos y los egipcios, ya poseian colmenas de
paja o tierra cocida. Durante mucho tiempo, en Europa la miel era el Unico
medio para endulzar los alimentos (antes de la llegada de la cafia de azlcar o
de la remolacha azucarera) y la cera un producto necesario al alumbrado.
(MAG-CONAPIS, 2004).

Los antiguos egipcios, asirios, chinos y romanos usaron la miel en
combinacion con hierbas para tratar heridas y enfermedades del intestino. En la
Grecia antigua, Aristételes afirmaba que la miel podria aplicarse como un
unglento para las heridas y el dolor de ojos. Dioscorides alrededor del afio
50 D.C, recomendaba la miel para el tratamiento de quemaduras del sol, manchas

en la cara y todo tipo de ulceras (Ulloa et al., 2010).

Actualmente los principales productos que se obtienen de la apicultura son miel,
polen, jalea real, propoleos, veneno de abejas, siendo la miel el producto
principal; la cual es empleada en la industria para la elaboraciéon de
bebidas, medicamentos, cosméticos y otros productos (SAGARPA, 2004,

citado por Hernandez, 2008).



La abeja es sin duda uno de los insectos voladores mas familiares de los habitats
terrestres. La abeja pertenece al orden Hymenoptera, familia Apidae, y es
miembro del género Apis (Karehnke, 2013). El centro de origen es
presumiblemente el sudeste de Asia, donde se encuentran la mayoria de las
especies. Principalmente, tienen un alcance limitado a las zonas tropicales y
montafiosas en el sudeste y el sur de Asia, pero dos especies tienen rangos
mucho méas amplios, por ejemplo, A. mellifera y A. ceranae. Diez especies son
generalmente reconocidas dentro del género Apis (Arias y Sheppard 2005). Los
andlisis filogenéticos basados en marcadores nucleares y mitocondriales de ADN
apoyan fuertemente a un grupo en tres subgrupos distintos: abejas que anidan en
cavidades (A. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi, A. nulensis), abejas gigantes
(A. dorsata, A. laboriosa, A. binghami, A. nigrocincta), y las abejas enanas (A.

florea, A. andreniformis) (Raffiudin y Crozier 2007).

A. mellifera, gue es la abeja melifera mas ampliamente distribuida en el mundo
debido a su gran potencial de recoleccién de miel. La distribucion nativa de A.
mellifera incluye Africa, Europa y Asia occidental, y la datacién molecular sugiere
gue la poblacion se expandié en este rango hace alrededor de un millén de afos.
Se han propuesto hipotesis contradictorias para el origen de esta expansion
(Medio Oriente y Africa), aunque un trabajo reciente ubicé a A. mellifera mas
cerca de las otras especies de Apis, todas restringidas a Asia (Wallberg et al.,
2014).

La especie incluye 25 subespecies o razas geograficas descritas por analisis
morfométrico y molecular y agrupadas en ramas evolutivas en funcion de sus

similitudes morfologicas.

Las abejas tienen una vida social extremadamente elaborada, que cumple el
requisito del "superorganismo”; el "superorganismo” de colonias de abejas
consiste en componentes individuales, de grupos y de colmenas, con un amplio
repertorio de conductas socialmente interactivas y homeostéaticas (Hoélldobler et
al., 2009). Suelen vivir en colonias con homeostasis intracolonial, que consiste en
una sola reina, aproximadamente 10-30 mil trabajadoras "estériles”, y de cero a

unos pocos miles de zanganos, segun la época del afio (Page y Peng 2001). Los



alimentos se almacenan en areas designadas del nido, y las abajas obreras usan
secreciones glandulares para alimentar a la cria. La division del trabajo esta bien

desarrollada y regulada por feromonas (Moritz y Southwick 1992).

1.2. Polinizacion.
Las abejas son de importancia critica en el medio ambiente, sustentan la

biodiversidad y proporcionan polinizacion esencial para una amplia gama de

cultivos y plantas silvestres (EFSA 2017).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) estima que de las 100 especies de cultivos que proporcionan el 90% de los
alimentos en todo el mundo, 71 son polinizadas por abejas (Copping 2013). La
mayoria de los cultivos cultivados en la Union Europea dependen de la
polinizacidbn de insectos. El valor monetario anual de la polinizacion se ha
estimado en miles de millones de doélares (Hedtke et al., 2015). Contribuyen a la
salud y el bienestar de los humanos directamente a través de la produccion de
miel, que es producida por las abejas a partir del néctar que rednen, producen
ademas otros alimentos como polen, cera, propodleos y jalea real, utilizados estos
como suplementos e ingredientes dietéticos en los alimentos (Ajibola et al., 2012).
También pueden considerarse importantes bioindicadores de contaminacién

ambiental (Celli y Maccagnani 2003,).

Dada la importancia de las abejas meliferas en el ecosistema y la cadena
alimentaria, y dados los multiples servicios que brindan a los humanos, su
proteccion es fundamental. Mas alla de la esencialidad de la abeja por la
produccién de miel como alimento balanceado en vitaminas y rica en
antioxidantes, la abeja es vital para la humanidad por su contribucién a la
biodiversidad y, hasta cierto punto, a la supervivencia humana (Moore y Kosut
2013).

1.3. Patégenos que afectan a las abejas.
Las extensas pérdidas de colonias de abejas en los dltimos afios se estan

convirtiendo en una causa importante de preocupacion. Desafortunadamente,
continuamente enfrentan amenazas (enfermedades, cambio climatico y practicas

de gestidn); Las abejas meliferas manejadas son altamente sociales, frecuentan
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una multitud de nichos ambientales y comparten continuamente alimentos,

condiciones que promueven la transmision de parasitos y patdégenos.

1.3.1. Patégenos de cria
Melissococcus plutoniusis es el agente causal de la loque europea (EFB) que

afecta a las larvas de abejas meliferas en Apis mellifera occidental. Sin embargo,
la bacteria también puede infectar y matar la cria de la abeja oriental (Apis
ceranae) y la abeja melifera del Himalaya (Apis laboriosa) (Allen et al., 1990). M.
plutonius es un coco no formador de esporas con una estrecha relacion

filogenética con el género Enterococcus (Cai y Collins 1994).

Las células bacterianas se ingieren con alimentos contaminados e invaden el
intestino medio donde se reproducen, asimilando la comida de las larvas. Las
larvas infectadas pueden morir antes o después del estado de la inanicion (Bailey
1983), o pueden pupar exitosamente y formar adultos normales o de tamafio

insuficiente.

Después de la infeccién, los invasores secundarios, como Paenibacillus alvei y
Enterococcus faecalis, estan involucrados en la descomposicién de los restos
larvales. Las larvas muertas se encuentran retorcidas alrededor de las paredes de
la celda o estiradas a lo largo. Estas larvas se vuelven amarillas y luego marrones
y finalmente se descomponen, adoptando un color negro grisaceo (Forsgren
2010). Aunque la sintomatologia esta bastante bien descrita, muchos aspectos de
la patogénesis, la transmision y el control de M. plutonius son poco conocidos y
siguen siendo dificiles de alcanzar (Genersch 2010, Gaggia et al., 2015).

Paenibacillus spp es un bacilo Gram-positivo formador de esporas que causa la
loque americana (AFB) (Genersch et al., 2006), que contaminan las larvas en
primera instancia que conducen a su muerte después del recubrimiento de las
células. La AFB no solo es mortal para las larvas de abejas, sino que también
provoca el colapso de todas las colonias. Ademas, la AFB es altamente

contagiosa y las esporas son extremadamente tenaces.

En cuanto al EFB, la infeccibn se origina por la ingestion de alimentos

contaminados con esporas; una vez en el intestino medio, las esporas germinan y



las células vegetativas se reproducen e invaden el hemocoel (Bailey y Ball 1991),
al sintetizar proteasas extracelulares altamente activas (Hrabak y Martinek 2007).
En la segunda etapa, las larvas se vuelven un coloide pardusco, semifluido,
parecido al pegamento (etapa ropy) que libera un olor putrido. El aspecto ropy (las
larvas muertas se adhieren y forman un tramo de hilo cuando se toca con un palo
de madera) confirmando la presencia de AFB. Finalmente, la larva permanece
seca hasta una escara dura (escara de loque), que se adhiere firmemente a la
pared celular inferior. Las escamas contienen millones de esporas, que podrian
distribuir la infeccion durante muchos afios dentro de las colonias y entre ellas
(Bailey y Ball 1991).

Para ambas loquetas, algunos apicultores usan antibiéticos (especialmente en los
EE. UU. Y otros paises no europeos), o que genera preocupacion por la
resistencia a los antibioticos, las pérdidas colaterales de microbios beneficiosos y
los riesgos de residuos de antibioticos en la miel y el polen destinados al consumo

humano.

El hongo Ascosphaera apisis es responsable de la enfermedad de cria de tiza; las
larvas se infectan al ingerir esporas de hongos que germinan en el tracto
digestivo. El posterior crecimiento micelial es letal para las larvas. Las larvas
muertas y las pupas se desecan, formando momias que contienen millones de
esporas y gue son altamente infecciosas (Aronstein y Murray 2010). A. apisis es
responsable de grandes pérdidas econdmicas, particularmente en combinacion
con otros patdégenos como Nosema apis (Aydin et al., 2006), N. ceranae y V.
destructor (Hedtke et al., 2008).

1.3.2. Nosema apisand y Nosema ceranae
Las abejas adultas hospedan Nosema apisa dos parasitos pertenecientes al

phylum fangico Microsporidia - y Nosema ceranae, los cuales han recibido una
gran atencion, en particular N. ceranae, que se movio, en las ultimas décadas, de
su huésped asiatico natural (Apis cerana) al Europeo, encontrando un terreno
fértil para su desarrollo (Rosenkranz et al.,, 2010). Recientemente, se hizo
evidente que N. ceranaeis también estd muy extendida en la poblacion de A.

mellifera en todo el mundo, particularmente en paises con clima templado



(Giersch et al., 2009). Debido a su distribucion y severidad, ahora se considera
uno de los principales problemas de salud tanto en las abejas meliferas
individuales (Paxton et al., 2007; Antinez et al., 2009) como en colonias enteras
(Higes et al., 2008).

1.3.3. Espiroplasmosis
Los espiroplasmas son eubacterias pequefias, helicoidales y modviles y son

descendientes de bacterias Gram positivas que carecen de una pared celular
(Regassa y Gasparich 2006). Spiroplasma melliferum y Spiroplasma apis son dos
patbgenos de abejas adultas que se han identificado en abejas meliferas
occidentales (Mouches et al., 1982), pero también se ha informado de infeccion
en Asia y EE. UU. La patogénesis ocurre cuando los organismos rompen la
barrera intestinal e invaden la hemolinfa, causando una infeccién sistémica que en
dltima instancia puede conducir a una enfermedad mortal en la abeja. Las
infecciones por espiroplasmas son mucho mas dificiles de reconocer y
diagnosticar que las enfermedades por loque, lo que dificulta la capacidad de
controlar la abundancia bacteriana y el impacto en la industria apicola. Siguen
siendo objetivos interesantes para el estudio, debido a su abundancia estacional
en las colonias de abejas meliferas, lo que presumiblemente esta vinculado a los
ciclos de floracion de plantas especificas que actian como sitios de transmision
(Morimoto et al., 2013) y Plischuk et al., 2011).

1.3.4. Varroa destructor
Varroa destructor es un parasito de acaro de abejas. Originalmente, un parasito

de la abeja asiatica Apis cerana que generdé un cambio de huésped a principios de
la década de 1970 a la abeja europea Apis mellifera. Dénde y cdmo ocurrio este
cambio no esta claro (Rosenkranz et al., 2010), de todos modos desde entonces
el parasito ha cruzado el mundo, y se considera endémico en todas las colmenas
del mundo. Hasta la fecha, solo Australia y algunos territorios del norte de Europa

(Islas Aland e Isla de Man) resultan como &reas libres de V. destructor.

Varroa se alimenta de la hemolinfa de las larvas y las abejas adultas, lo que
debilita al insecto. Pero este no parece ser el factor determinante que conduzca al

colapso de la colonia. De hecho, varroa infecta a las abejas con una cantidad
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relevante de virus como el virus ala deformado (DWV), el virus cronico de la
paralisis de las abejas (CBPV), el virus negro de la reina (BQCV) y el virus de la
sabora (SBV). Hasta la fecha, 16-18 virus verdaderamente Unicos (24 si se
consideran las variantes) han sido identificados como patdégenos para las abejas
(De Miranda et al., 2013).

Se han utilizado diferentes enfoques para eliminar el parasito varroa de las
colmenas. Mas recientemente, los apicultores centraron sus esfuerzos en
enfoques organicos, utilizando acidos organicos como acido oxalico, férmico y
lactico junto con métodos de captura de peines. (Goodwin et al., 2006). Aun hoy
en dia, la varroosis se puede clasificar en la lista de factores bibticos
desestabilizadores para las abejas meliferas.

1.4. Composicién de la microbiota intestinal de las abejas. Importancia

1.4.1. Composicion de la microbiota del intestino de las abejas.
Las herramientas moleculares y los nuevos métodos de secuenciacion del ADN

permitieron a los investigadores investigar la microbiota intestinal de A. mellifera,
dando una informacién mas consistente de su composicion y papel en la salud de
los insectos en comparacion con las metodologias dependientes del método de
cultivo. En el pasado, se identificaron varios microorganismos (Bacillus spp.,
Enterobacteriaceae, Bifidobacterium spp.), junto con mohos y levaduras, a partir
de intestino de abeja mediante técnicas basadas en el cultivo en placas (Gilliam
1997, Scardovi y Trovatelli 1969). Los mohos, particularmente los géneros
Penicillium y Aspergillus, se encontraban comidnmente en el tracto alimentario de
abejas obreras (Gilliam et al., 1977) y la presencia de levadura parecia ser un
indicador de las condiciones de estrés en las abejas meliferas (Gilliam 1997).
Todavia hoy, el aislamiento del recuento de placas y la identificaciébn posterior
permiten la recuperacion de nuevas especies que solo podrian detectarse
mediante la microbiologia tradicional. Este es el caso de especies bacterianas
intestinales recientemente caracterizadas como Gilliamella apicola, Snodgrassella
alvi, Frischella perrara, Lactobacillus kullabergensis, L. kimbladii, L.
helsingborgensis, L. mellis, L. mellifer y L. melliventris (Kwong y Moran 2013;
Olofsson et al. 2014).
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A nivel mundial, la composicion y la funcion de la comunidad microbiana que
habita el tracto gastrointestinal de las abejas esta estrechamente relacionada con
los cambios fisiologicos y los regimenes nutricionales asociados con la edad y las
tareas de las abejas. Los alimentos que consumen fuera de la colmena, casi
exclusivamente néctar y miel para satisfacer las demandas metabdlicas del vuelo
(Winston 1987), mientras que las abejas consumen también grandes cantidades
de polen almacenado para satisfacer las demandas nutricionales de sintetizar y
secretar jalea real para larvas y otros adultos (Anderson et al.,2011), Las
investigaciones permitieron establecer que una comunidad bacteriana "central” ha
coevolucionado con la abeja durante millones de afios y ahora representa un
componente relativamente estable y constitutivo de las abejas sanas

independientemente de la geografia.

Un estudio reciente mostré que el aislamiento de estomago de abejas
recolectoras estaba dominado por Lactobacillus con el predominio de L. kunkeei y
Alpha 2.2 (Acetobacteraceae) pero también contenia un pequefio nimero de
Enterobacteriaceae, aunque menos abundantes y que probablemente tienen su
origen en el ambiente de polinizacion (Corby-Harris et al., 2014). Otros estudios
basados en métodos de cultivo en placa evidenciaron una microbiota de cultivo
compuesta de varias especies bacterianas dentro de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium (Vasquez et al.,, 2012) con nuevas especies identificadas de
lactobacilos (Olofsson et al.,, 2014). Las propiedades probiéticas de estas
bacterias se reconocen notablemente en vertebrados donde las cepas de
Lactobacillus y Bifidobacterium ejercen actividades beneficiosas dentro de la

microbiota intestinal (Gaggia et al., 2010).

Las estimaciones de recuentos se mueven en un rango de 102 a 10° ufc/mL; sin
embargo, el numero varia numéricamente entre temporadas con las floraciones
visitadas y con el estado de salud de las abejas. Acetobacteraceae y L. kunkeei
prosperan en ambientes acidos y ricos en azucar, como el cultivo, el pan de abeja
y la miel, y se consideran bacterias de la colmena central, ya que estan asociadas
con enfermeras y larvas en desarrollo (Anderson et al., 2013). Los cultivos
bacterianos son un érgano central en la produccion de alimentos (panales y miel)

y el almacenamiento de alimentos, y todas las bacterias aisladas ejercen una

12



funcién importante, por ejemplo, produccion de exopolisacaridos y compuestos
antimicrobianos, formacion de biopeliculas, actividades de fermentacion e
inhibicion de microorganismos deteriorantes (Olofsson y Vasquez 2008; Forsgren
2010).

El intestino medio contiene relativamente pocas bacterias, estando mas
concentradas en la region distal, junto al intestino posterior. El intestino grueso
alberga una gran comunidad bacteriana dominada por ocho grandes grupos
bacterianos (Moran 2015): dos Alphaproteobacteria (Bartonellaceae vy
Acetobacteraceae), dos Gammaproteobacteria (Gilliamella apicola y Frischella
perrara), dos miembros del filo Firmicutes con diferentes especies de lactobacilos
(Firma 4, Firma 5), una Betaproteobacteria (Snodgrassella alvi) y una especie del

género Bifidobacterium (B. asteroides).

1.5. Alimentacion artificial de las abejas.

1.5.1. Alimentacion artificial
La alimentacion artificial de las abejas surge como una necesidad del hombre con

miras a mejorar los beneficios econdmicos de su explotacién apicola sobre todo
en lugares donde naturalmente no existen buenas condiciones (LOpez-Hurtado,
2014).

Por otro lado, el inico motivo que induce a las abejas a morir trabajando es el de
guardar o almacenar alimento para poder sobrevivir durante la época de escasez

de polen y néctar que generalmente coincide con el invierno (SAG, 2005).

Para efectos de rendimiento de una colmena, se debe alimentar artificialmente
con una anticipacion de 40 dias antes de larga floracion; de esta manera, la
reina al sentir que ha ingresado alimento a la colmena comienza la postura.
También hay una fuerza pecoreadora potente en la colmena para un maximo

aprovechamiento de la flora melifera.

Rios y Grandez (2008), indican que la alimentacion artificial se suministra
mediante alimentadores en forma de bastidores o bolsas plasticas
existiendo diversas formulaciones de jarabe, entre las que destacan: Azlcar

(40%) + agua (60%), para incrementar la postura de la reina; azucar (50%) + agua
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(50%), para mantener poblaciéon y estimular la postura; miel (50%) + agua
(50%), es la mezcla mas empleada por los apicultores para mantenimiento o

estimulo a la postura.

Marchelli y Garcia (2010), mencionan que en el suministro del alimento se debe
considerar la fortaleza de la colonia, la época del afio y las condiciones de la
vegetacion que aporta néctar y polen de la regién. En colonias débiles, si se
alimenta en exceso, las abejas no se terminan el alimento lo que ocasiona que se

y/o se formen mohos.

1.5.2. Jarabe de azucar
Root (1981), citado por Bernal (1999), manifiesta que la alimentacion de las

abejas con azucar, jarabe de azucar o miel, es practicada con dos fines: para
evitar el hambre en las colonias y para estimular el desarrollo de cria en épocas
del afio en que no se obtiene miel de fuentes naturales. Ademas sefiala que para
proveer de alimento a la colonia como estimulante de la puesta de la reina, a falta
de miel, puede hacerse con azucar en la proporcion de 33 % de azucar y 66 % de
agua suministrado muy lentamente. Expresa asimismo que se suministra el jarabe
en pequefias dosis, para estimular la crianza y continua asi hasta el

momento de iniciarse la gran mielada en el campo.

La alimentacion artificial mediante jarabe (que contiene una proporciéon de 1 Kg de
azucar / litro agua) aumenta el numero de cuadros de puesta (Prost, (1981). De
igual manera, Hernandez (2008), asegura que el jarabe de azlcar como
estrategia de alimentacion artificial es una buena fuente de nutrientes para las
abejas durante la época critica. Asi mismo Agrobio (2009), indica que la
abeja posee las enzimas metabdlicas necesarias, como la invertasa, para
poder aprovechar bien la sacarosa. Al respecto, Cervantes (2010), trabajando con
alimentacion artificial de abejas, concluye que el alimento mas consumido fue el
jarabe de azucar con 2000 ml, cuando comparo con glucosa de maiz de 1500 ml,
demostrando este su mayor palatabilidad.

1.5.3. Azucar morena.
El azducar moreno, también llamado “negro” o “crudo”, cuando es auténtico

ha sido extraido del jugo de la cafia de azlcar sin refinar ni procesar, sino
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tan soélo cristalizado. Normalmente contiene entre un 96 y un 98% de
sacarosa Yy su color amarillento se debe al porcentaje de sacarosa que se le
ha extraido y a una pelicula de melaza que envuelve cada uno de sus
cristales. (Galiano, 2012, Wikipedia, 2013).

1.6. Probiotico
El cientifico Elie Metchnikoff en el afio 1907, evidencié beneficios en el proceso de

fermentacion de la leche, tras notar que los lactobacilos convertian la lactosa en
acido lactico, por ende la acidez generada creaba un ambiente hostil para las
bacterias patdégenas. De esta manera, defendio la importancia de la dieta en la
salud, tras proveer proteccion frente a patdogenos y asi mejorar la calidad de vida
(Mennickent & Green, 2009).

Parker en 1974 definid6 a los probidticos como “organismos y sustancias que

contribuyen al balance microbiano intestinal” (Gibson & Fooks, 2002).

Salminem en 1998 posteriormente, conceptualizo a los probiéticos como
“‘Alimentos que contienen bacterias vivas las cuales son beneficiosas para la
salud” (Mennickent & Green, 2009).

Con la consecuente investigacion en torno al tema y teniendo en cuenta los
postulados y las definiciones anteriormente enunciadas, se ha ampliado y
actualizado el concepto que se tiene de probidticos, como un producto que
contiene un ndamero suficiente de microorganismos vivos, puros o mixtos, con un
efecto beneficioso sobre la salud, a través de una alteraciobn positiva de la

microbiota por colonizacion del intestino (Lee, 2009).

Finalmente segun la FAO/OMS se define como “Organismos vivos que ingeridos

en cantidad adecuada confieren un beneficio saludable en el huésped”.

Los microorganismos empleados como probiéticos, son hongos y/o bacterias
comensales que forman parte de la flora gastrointestinal, vaginal y de la boca, se
citan los siguientes géneros entre las levaduras, Saccharomyces cerevisiae y
boulardii y entre las bacterias Bacillus, bacterias acido lacticas destacandose el
Bifidobacterium y para efectos del presente estudio el Lactobacillus” (Rodrigues et
al., 2012).
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1.7 Aplicacion de microorganismos benéficos en las abejas.

1.7.1 Aplicacién de Microorganismos Beneficiosos
Los experimentos que prevén la administracion de bacterias beneficiosas a las

abejas meliferas son diversos y en ocasiones confusos. El objetivo principal es
contrarrestar los patdgenos mas extendidos que afectan tanto a larvas como a
adultos ya que las pruebas in vitro en muchas ocasiones evidencian interesantes
propiedades de proteccion del huésped estimulando directamente el sistema
inmune de la abeja e inhibiendo patégenos mediante exclusibn competitiva y
produccion de compuestos antimicrobianos (acidos organicos y metabolitos
secundarios, por ejemplo, bacteriocinas y lipopéptidos). Las cepas generalmente
se aislan del cultivo / intestino de la abeja melifera o del medio ambiente; el uso
de formulaciones para el consumo humano y animal también se considera, pero

discutible.

En las abejas meliferas adultas, un patdgeno emergente que afecta la salud de
las abejas es Nosema ceranae, identificado como un microsporidio que se
multiplica dentro de las células intestinales sin sintomas relevantes durante la
infeccion (Higes et al., 2010). Se ha asociado con la reduccion de la vida util de

las abejas meliferas y el debilitamiento de las colonias (Goblirsch et al., 2013).

Se pueden discutir muchos problemas sobre el uso de experimentos en jaulas.
Sabaté et al., (2012) y Audisio et al., (2015) observaron una disminucion en la
cantidad de esporas en condiciones de campo en las abejas alimentadas
oralmente durante varios meses con cepas aisladas del intestino de insectos
sanos, a saber, B. subtilis Mori2 y L. johnsonii CRL1647. La disminucion en la
incidencia de Nosema observada por Sabaté et al., (2012) solo fue evidente en
septiembre y octubre, cuando se observd un ligero aumento de esporas en el
grupo de control. Cuando el grupo de control mostré una disminucion fisiolégica
en el numero de esporas, no se observd una reduccion relevante en los grupos
tratados. (Corby-Harris et al., (2014)) observaron una reduccién de la carga de
esporas en adultos de abejas meliferas provenientes de larvas alimentadas con
empanada de polen mezclada con un inéculo de Parasaccharibacter apiumCe,
pero no se puede argumentar si esta reduccion observada podria ser efectiva.

Ademas, los autores no especificaron la especie utilizada para la etapa de
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infeccidon, que es de importancia fundamental ya que el proceso de infeccién y la
sintomatologia son diferentes. Del mismo modo, (Baffoni et al., 2016) observaron
una disminucion significativa de las abejas infectadas con N. ceranae alimentadas
oralmente con una mezcla de cepas de Lactobacilluss y Bifidobacteriums. Sin
embargo, la reduccién de ~ 1 log observada en los insectos desafiados y tratados
es irrelevante ya que el ndmero de esporas se mantuvo alto y las abejas
seguramente moririan. No obstante, en los mismos experimentos, los autores
también evidenciaron una reduccién significativa en la carga de esporas en abejas
expuestas a una infeccion natural baja. En este caso particular, un efecto
protector hipotético, que contrasta la baja tasa de infeccion, podria considerarse
de importancia biolégica, ya que podria ser Gtil para contener el avance de la

infeccion.

Desafortunadamente, el experimento se realizO en jaulas, y se debe prever
confirmar el efecto hipotético de las bacterias beneficiosas también en

condiciones de campo.

Un enfoque interesante para estudiar las interacciones entre N. ceranae y el
huésped proviene de Gisder y Genersch (2015). Los autores desarrollaron un
modelo de cultivo celular utilizando la linea celular lepidéptera IPL-LD 65Y, de
Lymantria dispar, que era susceptible a la infecciébn por N. ceranae y podria
soportar todo el ciclo de vida del microsporidio. Con este enfoque, los autores
probaron varias moléculas para determinar la citotoxicidad y la inhibicién del
desarrollo intracelular de N. ceranae y demostraron la eficacia de algunas de

ellas.

También se aplican microorganismos benéficos para influir positivamente en la
productividad de la colmena, y algunos resultados mostraron un aumento
significativo del area de cria, el nimero de abejas y la produccion de miel (Audisio
y Benitez-Ahrendts 2011a; Sabaté et al., 2012; Alberoni et al., 2015). En
particular, Alberoni et al. (2015) también analizaron por NGS el cambio de la
microbiota intestinal, y un claro aumento de bifidobacterias y Acetobacteraceae se
evidencio en las abejas tratadas después de la suplementacion de lactobacilos y

bifidobacterias. Ambos grupos bacterianos son endosimbiontes importantes del
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intestino de la abeja y tienen implicaciones significativas relacionadas con la
fisiologia y la proteccion nutricional del huésped. Sin embargo, se necesitan mas
investigaciones para centrarse mejor a nivel intestinal en como esta modulacion

afectaria la interaccién microbiana huésped-intestino.

Como ya se menciond, también se ha probado el uso de bacterias beneficiosas
comercialmente explotadas en humanos y animales. Se observé un desarrollo
mejorado de células de glandula de cera por Patruica et al., (2012), después de la
suplementaciéon de acidos organicos y un producto probidtico que contiene

Lactobacillus y Bifidobacterium spp.

Tanto individualmente como en combinacion, influyeron positivamente en el
namero, la morfologia y el diametro de las células de cera. Sorprendentemente,
Andrearczyk et al., (2014) encontraron un aumento de infeccion por Nosema spp,
después de la administracion en las abejas tanto de invierno como de verano de

un producto probiético recomendado para animales.

Ptaszynska et al., (2016) observaron una mayor tasa de mortalidad en las abejas
infectadas con Nosema alimentadas con el probiético humano Lactobacillus
rhamnosus, tanto como medida preventiva como a lo largo de la infeccion. Los
autores argumentaron que el aumento de la infeccion se asoci6 con una
reduccion del pH del intestino medio de la abeja melifera, debido a la actividad
metabdlica del microorganismo suplementado. Sin embargo, esta consideracion
se basa en datos previos (Ptaszynska et al., 2013), donde esta asociacion no se
demuestra clara y estadisticamente y se necesitan mas investigaciones para
comprender mejor tales interacciones. Sin embargo, el uso de estas cepas es
controvertido, ya que es preferible seleccionar y utilizar microorganismos del
intestino de abejas meliferas, que poseen el inmenso conjunto de genes para la

interaccion del huésped.

La produccion de compuestos antimicrobianos por simbiontes intestinales para la
proteccion del huésped es otro tema interesante. Un analisis gendmico reciente
de 13 cepas de BAL, aisladas del tracto gastrointestinal de las abejas, puso en
evidencia que la mayoria de ellas producian proteinas extracelulares de funcion

conocida / desconocida relacionadas con la accidn antimicrobiana, la interaccion
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con el huésped o la formacion de biopeliculas. En particular, se detectd una
supuesta bacteriocina novedosa con un 51% de homologia con helveticina J en L.

helsingborgensis Bma5N (Butler et al., 2013).

Al mismo tiempo, se debe decir que algunas cepas no evidenciaron ninguna
"funcion antimicrobiana”, lo que confirma la alta variabilidad entre los
microorganismos intestinales que habitan los mismos nichos. Vasquez et al.
(2012) analizaron la interaccién de algunos simbiontes BAL con cepas aisladas de
abejas mediante SEM y microscopia de fluorescencia. Las imagenes resultantes
evidenciaron la formacién de biopeliculas y estructuras similares a las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), que se sabe que estan implicadas en la
proteccion / colonizacion del huésped y el reconocimiento celular (Flemming y
Wingender 2010). Un apoyo adicional proviene del trabajo de Ellegaard et al.
(2015), que evidencia a nivel del genoma la presencia de grupos de genes
asociados con la biosintesis de polisacaridos de la pared celular en los grupos
"Firmeza 4" y "Bifido" (Ellegaard et al., 2015). Martinson et al. (2012) informaron,
en trabajadores de abejas meliferas, la presencia de genes en G. apicola y S.
alvien codificando un numero relevante de funciones relacionadas con la
formacion de biofilm y la interaccién del huésped (pili tipo IV, proteinas de
membrana externa y secrecion), cuya expresion podria ser relevante para el
establecimiento de un micro-nicho duro para la colonizacibn de patdgenos.
Finalmente, la familia Bacillaceae incluye varias bacterias formadoras de esporas,
aisladas del intestino de la abeja y del ambiente de la colmena, que muestran una
fuerte actividad antibacteriana contra los patdogenos de las abejas. En este caso,
la actividad de inhibicion se debi6 principalmente a la produccién de diferentes
clases de lipopéptidos (Alippi y Reynaldi 2006, Lee et al., 2009, Sabaté et al.,
2009, Yoshiyama y Kimura, 2009).

Las aplicaciones de antimicrobianos que podrian ser activos contra diferentes
patogenos estan emergiendo, ya que tiene la ventaja de ser menos invasivo. Uno
de los primeros intentos, realizado por Porrini. (2010), evaluaron el efecto de
cuatro metabolitos antimicrobianos diferentes: dos surfactinas (S1 y S2) de B.
subtilisMori4 'y B. subtilisC4 y dos bacteriocinas de Enterococcus

aviumDSMZ17511 y Enterococcus faeciumCRL1385 (B1 y B2). Los ensayos
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realizados (divergentes para el inoculo de esporas de N. ceranae, la
concentracion de metabolitos y el periodo de administracion) revelaron una
reduccion significativa de la concentracion de esporas solo para la surfactina S2.
Probablemente, Maggi et al., (2013) probado con éxito, en colmenas infectadas
naturalmente con N. ceranae, un metabolito puro de L. johnsoniiCRL1647,
compuesto principalmente por &cido lactico (cinco veces a intervalos de 5 dias) y
acoplado en el ultimo tratamiento con fumagilina. El analisis por abeja individual
mostré una disminucion significativa del recuento de esporas en las colmenas
tratadas en comparacion con un control, donde se observo un aumento regular a
lo largo del experimento. La disminucion se observo tanto antes como después de
la aplicacion de fumagilina, mostrando asi un efecto sinérgico con el tratamiento
con antibidticos. Independientemente de los resultados, la estandarizacion parcial

del experimento eligiendo reinas hermanas tiene que ser sefialada positivamente.

La investigacion en este tema aun esta lejos de llegar a la conclusion de que los
microorganismos beneficiosos en realidad podrian limitar la propagacion de
patégenos y apoyar la salud de la abeja y la productividad de la colmena, incluso
si los resultados preliminares son prometedores. Hoy en dia, los apicultores con
frecuencia dependen de subespecies hibridas, con la falsa esperanza de
aumentar la resistencia a las enfermedades, pero los mecanismos de resistencia
contra los patdgenos / parasitos de las abejas son generalmente el resultado de
una coevolucion en los ecosistemas locales (Ruottinen et al., 2014). Las
aplicaciones disponibles ofrecen en cierta medida una imagen de la influencia
positiva de estos microorganismos en la salud de las abejas. Sin embargo, el
problema principal es como la modulacién de la microbiota intestinal de la abeja
melifera podria influir en la composicion de la microbiota intestinal y también
albergar inmunidad vy fisiologia. La proliferacion de microorganismos en el medio
ambiente es, sin duda, un terreno peligroso que debe investigarse en profundidad

para minimizar el riesgo asociado con los tratamientos biologicos.
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Il. METODOS Y TECNICAS DE LA INVESTIGACION.
2.1. Trabajo de laboratorio.

2.1.1. Cepas
Las cepas utilizadas en los ensayos pertenecen al banco de cepas de

Lactobacillus spp.delLaboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud
Apicola (LARISA) y el Departamento de Medicina Veterinaria de la Facultad
Agropecuaria de la Universidad de Sancti Spiritus. Las cepas madres de
Lactobacullus kunkeei y Lactobacillus rhamnosus, fueron activadas en caldo
MRS y posteriormente transferidas para su mantencion en un medio no
convencional llamado Medio Infusibn de soya, Sacarosa, Extracto de levadura
(MISSEL) elaborado a partir del residual de la linea de ablandamiento del grano de
soya, del Combinado Lacteo "Rio Zaza" y contiene ademas levadura liofilizada del
proceso de obtencion de fructooligosacaridos del Centro de Biotecnologia de
Sancti Spiritus (tabla 1). Para comprobar la efectividad del medio, ambas cepas
utilizadas en el ensayo se sembraron por triplicado en el medio convencional para
Lactobacillus (MRS) y el medio alternativo (MISSEL).

2.1.2. Crecimiento de las cepas en alimento artificial (jarabe).
Preparacién del jarabe.

El jarabe utilizado como alimentacion artificial en las colmenas fue elaborado en
dos variantes: Una parte de azucar cruda y una parte de agua (50% v/v) y 125 g
de azlcar cruda/litro de agua (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011). En ambos
casos fueron hervidas durante diez min, descartandose el sobrenadante; luego de
enfriarse se ajusté a pH 6 y dispensadas en frascos plasticos a razéon de 495 mL

para ambos grupos y 500 ml para el grupo control
Inoculacion del Jarabe:

El inéculo utilizado fue preparado sobre la base del medio Infusion de soya,
Sacarosa, Extracto de levadura (MISSEL), tabla 1. Para la inoculacién del jarabe
a cada frasco de 495 mL se le afiadi6 5 mL de un cultivo que fue incubado

durante toda la noche (incubacion de 18-20 h) en el MISSEL a una concentracion
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entre 1X10% UFC/mL y 1X107 UFC/mL e inmediatamente fue trasladado al apiario

para ser administrado a las abejas.

Tabla 1. Composicion del Medio Infusién de soya-sacarosa-Extracto de levadura
(MISSEL).

Reactivos Cantidad 500 mL Nivel de In6culo

(1x108 UFC/mL)

Infusién de soya 500 mL

Extracto de Levadura 2.5

Sacarosa 10

pH 6.5

Cepainoculada en 5mL

MISSEL, (overnight)

2.2. Trabajo de Campo

2.2.1. Ubicacién de los ensayos.
La parte experimental se desarroll6 en el apiario Docente-Experimental

perteneciente a Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apicola
(LARISA), ubicado en el Municipio Sancti Spiritus, Provincia Sancti Spiritus, Cuba.
Las colmenas de tipo Langstroth modificadas se encontraban dispuestas en una
hilera de norte a sur y aproximadamente a un metro de altura de la superficie del
suelo. El soporte utilizado son bloques de cemento que encima tienen colocado
railes de ferrocarril como base de ubicacién de las colmenas (fig. 1). Fuera de la
época de hambruna son areas ricas en flora, las cuales son utilizadas como

fuente de alimentacion.

2.2.2. Administracion de las cepas y conformacion de los grupos.
Las células viables de Lactobacillus spp. (Concentracion 1x108 - 1x107 ufc/mL)

fueron administradas a las abejas por un alimentador de fabricacion local de 500
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mL de capacidad (pomos plasticos) que contenian las variantes de jarabe (50%
viv, y 125 g/L). Para alcanzar la mayor homogeneidad posible de las colonias al
inicio del experimento se tuvo en cuenta la disponibilidad de panales existentes y
el total de colmenas. Para la reorganizacion definitiva del apiario se tuvo en

cuenta la siguiente formula
Prom. P (C.A-C.C-P.M- P.P) =T. P (C.A-C.C-P.M- P.P) [Total de colmenas
Donde:

» Prom. P: Promedio de Panales

» C.A: Crias abiertas.

» C.C: Crias cerradas

» P.M: Panales con miel

» P.P: Panales con polen).

» P: Panales

» T.P: Total de Panales

Después de la reubicacion de las colonias se confeccionaron dos grupos tratados
(I'y 1) de 4 colmenas cada uno y un tercero (lll) de igual nUumero de colmenas,

gue no se tratd y soélo recibieron el jarabe 50 % v/v (tabla 2).

Tabla 2: Conformacion de los grupos para el ensayo.

Conformacién de los Distribucion de las
grupos colonias por grupos
Grupo | Tratado 50% 4 6 9 12

Grupo Il Tratado 125% 3 10 14 15

Grupo control 2 8 11 13
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2.2.3. Esquema de administracion de las cepas:
Se realizé una vez a la semana, con reposicion del alimentador, el experimento se

prolongd durante cuatro semanas (28 dias). El desarrollo de las colonias de las
colmenas fue monitoreado diariamente. Todas las demas condiciones (el clima, la

posicion geografica, la nutricion y la supervisiéon) fueron idénticos.

2.2.4. Comportamiento de las colonias.
Estado sanitario:

Para evaluar el estatus sanitario de las colonias se realizaron dos controles
diagnésticos, uno el dia inicial (primer dia) y el segundo al final del experimento
(dia 28), se midieron los niveles de infestacion de las principales enfermedades
declaradas por el sistema de vigilancia Estatal de Sanidad Animal, siguiendo para
ello los protocolos descritos en las normas cubanas (Varroosis NC-960: 2013 y
Nosemosis NC-1009: 2014, Acarapisosis NC: 961: 2013).

Fortaleza de las colmenas.

Para valorar desde el punto de vista productivo el efecto del jarabe inoculado con
las cepas de Lactobacillus spp.sobre el comportamiento de las colonias se tuvo
en cuenta la fortaleza individual de las colonias que incluyé las variables que se
reflejan a continuacién: panales de crias abiertas, panales de crias cerradas,

panales con miel y panales con polen.
Consumo de jarabe por colmena.

Para valorar el consumo de jarabe durante el experimento de cada uno de los
grupos se recolectod los alimentadores artificiales en cada uno de los momentos
de la reposicion de los mismos y se llevo al laboratorio para depositar el sirope no
consumido en una probeta calibrada y medir el volumen residual y por diferencia

se determiné el volumen consumido.

Vc = Vi-Vr. Donde Vc= Volumen consumido, Vi= Volumen de sirope inicial, Vr=

Volumen de sirope residual en el alimentador.
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2.3. Analisis estadistico.
Los datos fueron tratados mediante técnicas estadisticas clasicas (estadistica

descriptiva, célculo de estadisticos de tendencia central y dispersion, analisis de
la varianza, pruebas de comparacion de medias y contrastes y prueba de chi

cuadrado), aplicAndose cada una de ellas de acuerdo con el tipo de variable a

analizar.
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[ll. RESULTADOS Y DISCUSION
Las cepas de bacterias utilizadas como in6culo en el ensayo, Lactobacillus

kunkeei se reporta como lactobacilos predominantes en diversos medios
asociados a las abejas y también se ha aislado del tracto intestinal de abejas A.
laboriosa y A. mellifera (Tajabadi et al., 2011, Corby-Harris et al., 2014) y
Lactobacullus rhamnosus, fue aislado en estudios vinculados a las abejas,
(Tajabadi et al., 2012; Belhadj et al., 2014). De igual forma; se encontré en
ensayos a nivel de laboratorio para evaluar propiedades probioticas de estas
cepas, un comportamiento positivo en las pruebas utilizadas (Amaro-
Balmaseda, 2017).

La necesidad de encontrar fuentes alternativas para la multiplicacion de las
BAL como probidtico permitié incluir en el medio de cultivo desarrollado a nivel
de laboratorio el residual de la linea de ablandamiento del grano de soya, del
Combinado Lacteo "Rio Zaza", enriquecido con levadura liofilizada del proceso de
obtencién de fructooligosacaridos (FOS) con Schedonorus arundinaceus
(Hernadndezet al., 2018). No se encontraron diferencias significativas, en los
recuentos bacterianos en ninguna de las cepas empleadas en la inoculacion del
jarabe, entre el medio alternativo y el medio convencional (Figura. 1 y 2). L.
kunkeei redujo el pH en el medio MISSEL a valores méas bajo que en el medio
MRS, comportamiento inverso mostré L. rhamnosus. (Figura. 3y 4).

7,99

6.28
- 8
10 6.24 l

5 - MRS

MISSEL
0
Toh T24h
W MISSEL W MRS

Figura. 1 Recuento de Lactobacillus kunkeei en los medios MRS y MISSEL.

26



9.45
9.4
9.35

9.3

9.42
9.28 9.29 9.29
9.2
Toh T24h

m MISSEL m MRS

Figura. 2: Recuento de Lactobacillus rhamnosusen los medios MRS y MISSEL.

m MRS = MISSEL

Figura. 3: Variacion del pH durante el crecimiento de Lactobacillus kunkeei en
los medios MRS y MISSEL.
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Figura. 4: Variacion del pH durante el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus
en los medios MRS y MISSEL.
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La soya constituye base para medios sintéticos, asi se menciona a la Tripteina
Soya Caldo; Medio adecuado para el desarrollo de microorganimos exigentes.
La tripteina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos en péptidos,
aminoacidos libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas.
Ademas, la peptona de soya aporta carbohidratos que estimulan el crecimiento
de muchos microorganismos (U.S. Pharmacopeial Convention, Inc, 1999).
Aungue, no se incluyo la totalidad del grano de soya se reporta la riqgueza en
materia organica del residual de la linea de ablandamiento del grano de soya
(Hernandez, 2017).

La valoracion del consumo de jarabe de miel de azucar morena, en los
diferentes grupos del ensayo y a los diferentes momentos, permitié observar un
ligero incremento durante el ensayo (28 d), aunque con alta variabilidad entre
las colmenas. El mayor consumo lo alcanz6 el grupo tratado con el sirope 125
g/L.

En todos los casos se utilizdé en el ensayo el azidcar moreno, también llamado
“negro” o “crudo”. Este azucar contiene entre un 96 y un 98% de sacarosa y su
color amarillento se debe al porcentaje de sacarosa que se le ha extraido y
a una pelicula de melaza que envuelve cada uno de sus cristales. (Galiano,
2012).

El apiario donde se desarroll6 el ensayo no tenia habito del consumo de
alimento artificial y también disponian de areas de zona floral donde podian
volar a alimentarse las abejas. La densidad del sirope 125 g/L pudo favorecer
el consumo al compararlo con el de 50% v/v, al existir en este una ligera
cristalizacion en la salida del alimentador que pudo limitar la obtencién del

jarabe por las abejas.

Las abejas son los principales polinizadores de la agricultura. Como tal, a
menudo son manejadas muy intensamente con el fin de garantizar que se
desarrollen en ambientes poco productivos, o forzandolas lo maximo en épocas

del aflo no adecuadas segun su fisiologismo nutricional. Dentro de este
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contexto, la alimentacion suplementaria es un punto critico. Actualmente existe
un debate entre los apicultores comerciales en cuanto a qué tipo de alimento
con carbohidratos es mejor para las abejas. Las mezclas de jarabe de maiz con
gran concentracion de fructosa son las mas faciles de usar y las mas baratas
para muchos paises (Brian et al., 2015), no asi para Cuba donde se practica el
uso de la sacarosa (azucar morena 50% v/v) como la mezcla mas empleada

por los apicultores para el mantenimiento o estimulo a la postura.

En condiciones normales las abejas guardan o almacenan alimento para poder
sobrevivir durante la época de escasez de polen y néctar. En el apiario utilizado
en el ensayo no se cosech6 la miel y esta pudo competir con el nivel de

consumo del alimento artificial por las abejas de los diferentes grupos.

Marchelli y Garcia (2010), mencionan que en el suministro del alimento se debe
considerar la fortaleza de la colonia, la época del afio y las condiciones de la
vegetacion que aporta néctar y polen de la region. En colonias débiles, si se
alimenta en exceso, las abejas no terminan el alimento lo que ocasiona que se
fermente y/o se formen mohos. La mayoria de las colmenas utilizadas en el
ensayo de campo fueron valoradas como débiles, lo que pudo influir también

€n su consumao.

La proporcion del azlcar en el jarabe es variable, algunos autores reportan una
proporcion de 30 — 50 % v/v de azlcar, aunque generalmente la mas referida a
nivel mundial es 50 % v/v (Medina-Floreset al., 2018) y en ensayos de sirope
inoculado con BAL 125 g/L (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011) (Tabla 3).

Tabla 3: Niveles de consumo de jarabe de sacarosa durante el ensayo por los

diferentes grupos experimentales.

1ra Dosis 2da Dosis 3ra Dosis 4ta Dosis
Grupos
experimentales Consumo Consumo Consumo Consumo
(ml) (ml) (ml) (ml)
Grupo 1 325+ 38.4 123.7+44.4 210 +168.3 150 + 23.4
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1ra Dosis 2da Dosis 3ra Dosis 4ta Dosis

Grupos
experimentales Consumo Consumo Consumo Consumo
(ml) (ml) (ml) (ml)
Grupo 2 43.8 + 34.73 275+5 51+30.4 151.2 £+ 35.2
Grupo 3 425+ 28.4 275+5 45 + 48.5 68.7 + 64.8
Significacién
0.888 1.00 0.111 0.414

(p > 0.05)

Leyenda: Media + Error Estandar; Grupo 1. (Jarabe 125 g de sacarosa /Litro de
aguas inoculado con las cepas de BAL), Grupo 2 (Jarabe 50 % de sacarosa / 50 mL
de aguas inoculado con las cepas de BAL), Grupo 3 (Jarabe 50 % de sacarosa / 50

mL de aguas sin inocular con las cepas de BAL.)

El jarabe de azlcar siempre es preferido por los individuos debido a su similitud
que presenta con el néctar que recoge la abeja de las flores. Se destaca
también la importancia del consumo de jarabe de azucar fundamentalmente por
su digestibilidad, el pH del jarabe se encuentra entre 5.6 y 7.9 (Jaramillo y Lara,
2002), rango de pH al que se ajusté el jarabe administrado en el experimento.
De igual manera, el jarabe de azlcar como estrategia de alimentacion artificial
es una buena fuente de nutrientes para las abejas durante la época
critica (Medina-Flores et al., 2018).

Dentro de las principales enfermedades que afectan a las abejas se incluyen
Varroosis, Acarapisosis y Nosemosis (Fiorellaet al., 2017), en el diagndstico
antes y después de la aplicacion de la alimentacion artificial inoculada con
Lactobacillus ssp. se observé que el agente de mayor nivel de infestacion fue la
Varroosis y este patogeno disminuyd al final del experimento, viéndose
favorecidos significativamente todos los grupos, incluyendo el control (Tabla 4).
El andlisis entre los grupos no mostré diferencias entre ellos (Tabla 5).
Acarapisosis no se diagnosticé en ninguno de los momentos y Nosemosis se
detecto con nivel de infestacion débil a los 28 d en una de las colmenas del

grupo control y en una del grupo de sirope 125 g/L
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Tabla 4: Resultados de la tasa de infestacion por Varroa ssp en las colmenas

de los diferentes grupos experimentales al inicio y final del estudio.

Primer dia 28 dias
Grupos p >0.05
Varroas TA Tl Varroas TA TI
Control 57 401 14,2 20 567 3,5 0,000
125 g/L 50 440 11,36 30 701 4,3 0,000

50/50 v/v 44 381 11,55 17 594 2,9 0,000

Total de abejas (TA); Tasa de Infestacion (TI)

Tabla 5: Comparacion de la tasa de infestacion por Varroa ssp. en las

colmenas de los diferentes grupos experimentales al inicio y final del estudio. p

>0.05

Primer dia 28 dias

Comparacion de los grupos Comparacion de los grupos

Control 0,108 Control 0,245
125 g/L 125 g/L

Control 0,133 Control 0,260
50/50 viv 50/50 viv

125 g/L 0,467 125 g/L 0,083
50/50 v/v 50/50 v/v

Hoy dia, las abejas estan estresadas por diversos factores bidticos y abidticos
gue afectan su salud y productividad. Ademas de los agentes patdgenos, los
pesticidas y la falta de flores y sus implicaciones sobre la salud del insecto han
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sido profundamente estudiadas (Goulson et al., 2015; Porrini et al., 2016), el
cambio de clima, la pérdida del habitat y las especies invasivas se constituyen
en entes cruciales para la integridad de la colmena (Potts et al. 2010; Nieto et
al., 2014).

La utilizacion de BAL aisladas de abejas o su ambiente como probiéticos en la
alimentacion puede tener efecto profilactico ante condiciones estresantes y

ayudar a la salud de las mismas (Mathialagan et al., 2017).

Sabate et al., 2012 utilizando como probiotico la cepa de B. subtilis subsp.
subtilis Mori2 en alimentadores artificiales con sirope a 125 g/L y una
concentracion final de 1x10° esporas/mL y frecuencia mensual (Mayo-
Diciembre); encontré que el nUmero de esporas de Nosema ssp y Varroa ssp

se encontraban por debajo del grupo control.

Fiorella y col., 2017 evaluaron el efecto de la administracion oral de metabolitos
bacterianos producidos por Lactobacillus johnsonii AJ5 sobre parametros
nutricionales, el desarrollo de N. ceranae y el comportamiento de las colonias
de A. mellifera. La prueba del campo mostré una tendencia a reducir la
incidencia de N. ceranae.

Para valorar desde el punto de vista productivo el efecto del sirope inoculado
con las cepas de BAL sobre el comportamiento de las colonias se tuvo en
cuenta la fortaleza de las colonias que incluy6é fundamentalmente las variables:
Crias Abiertas, Crias Cerradas, Panales con Miel, Panales con Polen. No se
observé diferencias significativas en ninguno de los grupos, mostrando solo
tendencia positiva los panales con miel y panales con polen, si comparamos los

grupos 125 g/L y 50 % v/v con el grupo control (Tabla 6).

Novicov et al., 2016 comprobaron el impacto de Lactobacillus salivarius A3iob,
cepa asociada al intestino de las abejas, sobre la produccion de miel en
apiarios comerciales. Las colmenas fueron alimentadas una vez al mes con
células viables del Lactobacillus a una concentracion de 1x10° cfu/mL vy

vehiculizadas en la alimentacion artificial (125 g/l jarabe de sacarosa). Los
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resultados fueron favorables, sugiriendo su empleo como alternativa para los

apicultores por su efecto econémico y en la produccion de miel.

Sabate et al.,, 2012 utilizando como probidtico la cepa de B. subtilis subsp.
subtilis Mori2 inoculado en sirope a 125 g/L a una concentracion final de 1x10°
esporas/mL con frecuencia mensual (Mayo-Diciembre); encontré dentro de las
variables que favorecieron al grupo tratado; el niumero de celdas operculado, el
mayor nimero de abejas obreras, 26% mas que el control asi como la cantidad
de miel almacenada (+17%) y la reduccion del numero de esporas de Nosema

ssp y Varroa ssp.

Tabla 6: Comportamiento de la fortaleza de las colonias al inicio y al final del

experimento.

Media de los grupos (Tiempo 0) Media de los grupos (Tiempo:

28 dias)
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Control 12.5% 50:50 Control 12.5% 50:50

Colmenas 2-8-11-13  3-10-14-15 4-6-9-12 2-8-11-13 3-10-14-15 4-6-9-12

Crias 3 3 3 3 3,75 1
Abiertas
Crias 4 4 4 4,25 2,75 1,75
Cerradas
Panales 4 4 4 2,25 4,75 45
con Miel
Panales 3 3 3 1,25 2,25 2,75
con Polen

En estudio para comprobar el efecto de la administracion oral de metabolitos
bacterianos producidos por Lactobacillus johnsonii AJ5 sobre parametros

nutricionales y el comportamiento de las colonias de A. mellifera en prueba de
33



campo se demostré un incremento de poblacion de colonias con el paso del
tiempo. También se observd una tendencia decreciente del tejido grasa en las
abejas en todas las colonias, pero no hubo cambios evidentes en el contenido
de proteinas del abdomen al final de la prueba (Fiorella et al., 2017).

Al evaluar formulas energéticas en la alimentacion de abejas meliferas Brian et
al., (2015), no encontraron ningun efecto beneficioso en el grupo asociado con
el tratamiento con probidticos. Ademas, no siempre la capacidad probiotica
demostrada en pruebas de laboratorio tienen su reproducibilidad en
condiciones de campo dada la influencia de multiples variables que interactuan
sobre las colmenas (Hubertet al., 2017), situacion de la que no estuvieron

exenta las utilizadas en el ensayo experimental.
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Conclusiones

No existieron diferencias significativas entre el crecimiento de
Lactobacillus kunkeei y Lactobacillus rhamnosus en los medios de
cultivo MRS y MISSEL, pudiéndose utilizar este ultimo como medio
alternativo.

No se observaron diferencias significativas en el nivel de consumo entre
los grupos experimentales, demostrando que el in6culo no influye en la
palatabilidad del jarabe.

En todos los grupos de colmenas se observo una disminucion en la tasa
de infestacion por Varroa sp.

El jarabe inoculado con cepas de Lactobacillus kunkeei y Lactobacillus
rhamnosus solo mostré una tendencia positiva al compararlas con el
control en los indicadores Panales con Miel y Panales con Polen.

En el disefio utilizado en el ensayo in vivo en colmenas de abejas, no se
comprobd efecto probidtico del jarabe (125 g/L y 50% v/v) inoculado con

cepas de Lactobacillus kunkeei y Lactobacillus rhamnosus.
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Recomendaciones:
e Utilizar el medio MISSEL en la multiplicacion de Lactobacillus ssp. para
obtener masa bacteriana en condiciones de laboratorio.
¢ Repetir el ensayo utilizando colmenas que se encuentren en periodos de
hambruna o que tengan habitos de consumo de jarabe y se pueda

elevar el numero de replicas
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