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RESUMEN

En la provincia de Jujuy se registra pérdidas de colmenas de Apis mellifera
ocasionada por Varroa destructor y Nosema spp. Una alternativa para
controlar dicho parasito y patogeno es la utilizacion de bacterias lacticas
potencialmente probioticas, que suministradas en cantidades necesarias
generan bienestar en la microbiota intestinal de las abejas, haciéndolas
resistente frente a las enfermedades. En este estudio se aplicaron dos
bacterias lacticas autoctona de la provincia de Jujuy, Apilactobacillus
kunkeei (LSAJ) y Lactobacillus helsingborgensis (LSAI) aislados de pan de
poleny se evaluo su efecto in vivo sobre V. destructory N. spp. El ensayo se
realizo en colmenas de la Finca Experimental Emilio Navea de la Facultad
de Ciencias Agrarias (UNJu), desde Marzo a Julio del 2019. Las bacterias
fueron vehiculizadas a las colmenas en jarabe que contenia 125 gr de
azlcar /litro de agua, y se emplearon colmenas testigos a las cuales se les
suministro solamente el jarabe. Se evaluaron los indices de V. destructor
y N. spp. un mes antes de iniciar los ensayos, donde se tomaron muestras
de todas las colmenas, posteriormente se aplicaron las bacterias lacticas
una vez al mes durante un periodo de 4 meses. En cada mes de aplicacion
se recogieron muestras de las colmenas para realizar los analisis. Los
resultados indicaron una disminucion de los valores de V. destructor en
las colmenas con ambos tratamientos con indices del 0% en los 4 meses,
mientras que para el control registraron valores mayores del 1%. En lo que
respecta a N. spp, el control reporto 1,0x10° esporas/abejas, mientras que
L. helsinborgensis 60,000 esporos /abejas y A. kunkeei, 20,000 esporos/
abejas, siendo A. kunkeei quien presento valores muy bajos, reduciendo
mas del 70% N spp. Por lo que A. kunkeei evidencio mejor efecto in vivo
sobre ambas enfermedades.
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SUMMARY

In Jujuy province, losses of Apis mellifera hives caused by Varroa destructor
and Nosema spp. are recorded. An alternative to control this parasite and
pathogen is the use of potentially probiotic lactic acid bacteria, which,
supplied in necessary quantities, generates well-being in the intestinal
microbiota of bees, making them resistant to diseases. In this study, two
lactic acid bacteria native to Jujuy province, Apilactobacillus kunkeei (LSA))
and Lactobacillus helsingborgensis (LSAI), isolated from pollen bread, were
applied and their effect in vivo on V. destructor and N. spp was evaluated.
The test was carried out in hives located at the Emilio Navea Experimental
Farm of the Agricultural Sciences Faculty (UNJu), from March to July 2019.
The bacteria were transported to the hives in syrup containing 125g of
sugar/litre of water, and control hives were used to which only the syrup
was supplied. The indices of V. destructor and N. spp. were evaluated one
month before starting the trials, where samples were taken from all the
hives, subsequently the lactic acid bacteria were applied once a month
for a period of 4 months. In each month of application, samples were
collected from the hives for analysis. The results indicated a decrease in
the values of V. destructor in the hives with both treatments with rates of
0% in the 4 months, whereas for the control the values recorded were over
1%. Regarding N. spp, the control reported 1.0x106 spores/bees, while L.
helsinborgensis 60,000 spores/bees and A. kunkeei, 20,000 spores/bees,
with A. kunkeei presenting very low values, by reducing more than 70% N
spp. Therefore, A. kunkeei showed a better in vivo effect on both diseases.

Keywords: lactic acid bacteria, Nosema spp., Varroa destructor.

INTRODUCCION

Los apiarios en la provincia de Jujuy se encuentran afectados en su mayoria por el acaro Varroa
destructor y el microsporidio Nosema spp., que producen colmenas débiles, con poca productividad y
ocasionando muchas veces su pérdida (Tejerina et al., 2022).

N. spp afecta a la microbiota intestinal causando nosemosis, cuyas esporas se propagan a partir de la
alimentacion, afectando a las abejas obreras. Este microsporidium coloniza el epitelio del intestino medio
encargado de la absorcion de los nutrientes, causando disenteria y lesiones, provocando posteriormente
la muerte de las abejas (Tauber et al., 2019; Soklic & Gregorc, 2016).

Asi mismo otras de las enfermedades que afectan a las abejas es el parasito V. destructor causante de
la varroasis, un acaro que parasita a las abejas adultas y larvas, alimentandose de los tejidos grasos de
las abejas (Ramsey et al., 2019). Estos mismos autores sefalan que las abejas afectadas por la varroasis
presentan el tejido del cuerpo danado, con obstaculizacion en la produccion de péptidos antimicrobianos
e impedimento a la respuesta inmunologica.

Sin embargo, el empleo de antibioticos o antiflingicos para controlar estas enfermedades como otras
comprendetratamientos de larga duracion, y uso de profilaxis que no eliminan al patogeno completamente.
Lo cual provoca mecanismos de resistencias a antibiotico, produciendo disbiosis intestinal y dejando
residuos en productos de la colmena (Jia et al., 2022; Krongdang et al., 2017).
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Por tal razon en los Gltimos tiempos para controlar las enfermedades se comenzo aplicar bacterias
lacticas potencialmente probioticas, definiendo a las misma como “microorganismos vivos que cuando
se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en el anfitrion” (Morelli & Capurso 2012).
Lashani et al., (2020) y De Melo Pereira et. al., (2018) mencionan que para considerar una bacteria lactica
como potencial probiotico deben cumplir ciertas condiciones como no ser potencialmente patogena,
formar parte del nicho ecologico que se pretenda aplicar, y ser obtenidas del huésped destinatario.

Es importante destacar que los efectos que presentan los Lactobacillus es por ser cepas dependientes,
demostrando diferentes comportamientos frente a las diversas enfermedades (lorizzo et al., 2020).

En el ano 2021 el laboratorio de Sanidad apicola de la Facultad de Ciencias Agrarias Unju, aislo
bacterias autoctonas del pan de polen de apiarios de la provincia de Jujuy. Las cuales se identificaron
como Lactobacillus helsinborgensis (LSAI) y Apilactobacillus kunkeei (LSA)) que demostraron en ensayos
in vitro ser potencialmente probidticas (Cabana et al., 2021).

En esta investigacion se planteo realizar el analisis preliminar del efecto in vivo de A. kunkeei (LSA))
y L. helsinborgensis (LSAI) sobre Varroa destructor y Nosema spp de Apis mellifera en un apiario de la
localidad El Carmen, Jujuy.

MATERIAL Y METODOS
Obtencion del material biologico

Las bacterias A. kunkeei (LSAJ-MF435935), L. helsingborgensis (LSAI-MF435934), se aislaron de panes
de polenes provenientes de apiarios del departamento Dr. Manuel Belgrano, de la provincia de Jujuy.
Conservadas en el cepario del Laboratorio de Sanidad Apicola y meliponicola (FCA-UNju).

Analisis preliminares del efecto in vivo de A. kunkeeiy L. helsinborgensis sobre un patogeno y parasito
de Apis mellifera en un apiario de la localidad el Carmen, Jujuy.

El ensayo se efectuo en el apiario demostrativo que posee el Laboratorio de Sanidad Apicola. Ubicado
en la Finca Experimental Emilio Navea, de la Facultad de Ciencias Agrarias, paraje Severino de la localidad
de El Carmen, durante los meses de Marzo - Julio del 2019.

Seleccion de colmenas

Se seleccionaron 3 colmenas para cada tratamiento con bacterias lacticas y 3 colmenas testigos/
control. Las cuales se ubicaron en forma paralelas en tres grupos, cada grupo contaba con una colmena
testigo. Las camaras de crias se igualaron al momento de iniciar el ensayo.

Aplicacion de bacterias lacticas A. kunkeei y L. helsingborgensis en las colmenas ensayos

Seaplico unaconcentracion de 1x102 UFC/mL de cada bacteria por colmenatratamiento. Los lactobacilos
fueron activados 24 horas antes de la aplicacion en 5 ml de caldo De Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Britania,
Buenos Aires, Argentina). Vehiculizadas en un jarabe de sacarosa de uso comercial que contenia 125 gr/
litro de agua que se aplicaron en alimentadores tipo Doolittle. Las colmenas testigo/control recibieron el
jarabe de sacarosa sin las bacterias.

Los suministros se realizaron una vez al mes por un periodo de 4 meses, transcurrido este lapso de
tiempo se analizo la incidencia total de V.destructor y N. spp. en todas las colmenas.
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El analisis de la incidencia de varroasis y nosemosis, se realizo en el laboratorio de Sanidad Apicola
de la Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Jujuy.

Determinacion de la incidencia de V. destructor

La incidencia de varroasis se evalu6 en cada mes de ensayo y posteriormente su efecto final, mediante
la prueba del frasco (De Jong et al., 1980). Se utilizaron frascos de boca ancha que contenian 200 ml de
agua con 5 gotas de detergente. El cual consistio en deslizar cada frasco etiquetado para cada colmena,
en ambos lados de cuadros con crias abiertas desde arriba hacia abajo, tomando aproximadamente
muestras de 300 abejas por colmena.

Posteriormente en el laboratorio se procedio a agitar los frascos y filtrar las muestras, contando el
nimero de abejas y el nimero de Varroa obtenidas por cada colmena tratamiento y testigo. La variable
de niveles de infestacion de Varroa se evalu6 con la siguiente formula: [acaros / abejas] x 100 = porcentaje
de parasitismo. Indices mayores al 1% se consideraron niveles altos de varroasis, menores del 1% valores
bajos.

Determinacion la incidencia de N. spp.

La incidencia de N. spp. en los meses de aplicacion y el efecto final, se determind de acuerdo a
la técnica de Cantwell (1970). Para el analisis se recolectd abejas pecoreadoras (adultas) en la entrada
de cada colmena, empleando también las abejas capturadas para la determinacion de incidencia de
varroasis. (Abejas nodrizas). Se procedio a separar 30 abdomenes de abejas, macerandolas con 30 ml de
agua y se agito la muestra, colocando posteriormente una alicuota en la camara de Neubauer. Luego se
procedio a contabilizar el nimero de esporas en los 25 cuadrantes de la camara.

La variable de infestacion de N. spp. se determino con la siguiente formula expresada por Tapia
Gonzalez et al., (2017) : N° de esporas por abejas: [N° total de esporas contadas /80] x 4.000.000. Siendo
los indices de infestacion: muy leve (10-108), leve (105-5x106), moderado (5x105-107), semifuerte (107-2x107),
fuerte (2x107), segin la tabla de Jaycox (Molina et al., 1990).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos de V. destructor y N.spp., se empled el programa estadistico INFOSTA.
Aplicando un disefo experimental en bloque (DBCA) y la interaccion para determinar el efecto de los
tratamientos en cada uno de los meses de aplicacion. Para una mejor comprension de los datos se utilizo
el Test de Tukey (Di Rienzo et al., 2011).

RESULTADO

Efecto de los diferentes tratamientos de bacterias lacticas en V. destructor por cada mes de aplicacion

Antes de la aplicacion de las bacterias, las incidencias de varroasis para las colmenas elegidas para el
tratamiento con L. helsinbergensis correspondieron a 6,5 % y del 7,25 % para aquellas que obtuvieron los
tratamientos con A. kunkeei, mientras que las testigos indicaron el 9,6 % de varroasis.

En el primer mes de aplicacion, las colmenas testigos presentaron un promedio de 7,75% de varroasis.
Mientras que los tratamientos presentaron un promedio del 0 % para A. kunkeei y del 0% para L.

helsinbergensis. En el segundo mes de aplicacion el porcentaje del efecto de la enfermedad en ambas
colmenas tratamiento fue del 0 %, mientras que el testigo presento el 6, 75% de varroasis.
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En el tercer y cuarto mes de aplicacion, se mantuvo una constante del indice de varroasis para los dos
tratamientos siendo 0%, mientras que el testigo presento el 6, 5% y 6 % para los respectivos periodos.

El analisis estadistico demostro diferencia significativa con un p -valor de <0,0001 entre la interaccion
de los diferentes meses de aplicacion de los tratamientos y los testigos. La comparacion de las medias
no registraron diferencia entre las aplicacion de los diversos tratamientos con bacterias lacticas en cada

mes de aplicacion.

Se registro el efecto de los tratamientos por cada mes de aplicacion de las bacterias en un lapso de 4
meses, registrando descenso inmediato del porcentaje de V. destructor en los meses de ensayos (Fig. 1).
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Figura 1: Efecto de los diferentes tratamientos de bacterias lacticas en V. destructor por cada mes de aplicacion.

Determinacion de la incidencia de V. destructor

Se observo la incidencia de ambos tratamientos con bacterias lacticas en V. destructor, registrando
valores del 0% de varroasis para A. kunkeeiy L. helsinbergensis .El analisis estadistico comprobo diferencia
significativa con un p-valor de 0,001 entre los tratamientos y el testigo, y al realizar la comparacion entre
las medias no se registro diferencia significativa entre ambos tratamientos con bacterias lacticas (Fig.2).
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Figura 2: Determinacion de la incidencia de V. destructor en las colmenas sometidas a tratamientos con las cepas de
bacterias lacticas y colmenas control.
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Efecto de los diferentes tratamientos de bacterias lacticas en N. spp. por cada periodo de aplicacion.

Los valores de indice de N. spp. antes de realizar los tratamientos con las bacterias lacticas para el
testigo indicaron 1,7, 10 ©* 143,614 esporos/abejas, L. helsingborgensis 1, 4x10 ®+ 377,492 esporos/abejas
y A. kunkeei 1.3 x10 ¢ + 288,140 esporos/abejas.

En cuanto al primer mes de aplicacion, para el tratamientos con A. kRunkeei, se registro una valor
de indice de N. spp de 2,9x10° +141,993 esporos/abejas, seguido por L. helsinborgensis 1,1 x10° + 432,232
esporos/abejas y el testigo 1,5x10 © +207,103 esporos/abejas. Para el segundo mes de aplicacion, se
presento una disminucion de N. spp. en los tratamientos como en el testigo. En las aplicaciones llevadas
a cabo en los meses 3y 4, se continda presentando una disminucion de la infeccion de N. spp., siendo
para el tratamiento con A. Runkeei. 2x10*+17,931 esporos/abeja L. helsinborgensis 4x10° + 356,043 esporos/
abeja y testigo 8x10 °+ 341,567 esporos/abejas.

Al realizar el analisis estadistico se observo diferencia entre la interaccion de las aplicaciones de los
tratamientos por cada mes de suministro, presentando un p valor de <0,0001, registrando un mejor efecto
A. Runkeei (Fig.3).
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Figura 3: Efecto de los diferentes tratamientos de bacterias lacticas en N. spp. por cada mes de aplicacion.

Determinacion de la incidencia de N. spp.

Se observo que la incidencia final de nosemosis en los tratamientos realizados con bacterias lacticas
fue para: A. kunkeei 20,000 esporos /abejas, L. helsinborgensis 60,000 esporos /abejas, quienes registraron
segln la tabla de Jaycox (1990) un nivel muy leve de infeccion. Mientras que el grupo control registro
1,0x10°¢ esporas /abejas.

En analisis de las medias registro un valor promedio de 1.1 x10 ¢ de incidencia de N. spp. para los
testigos. En relacion a los tratamientos realizados con L. helsinborgensis se registro una media de 5.8 x10°
esporos/abejasy para A. kunkeei la media fue de 2.8 x10 ° esporos/ abejas. Reduciendo L. helsinborgensis
mas del 50% N. spp y A. kunkeei mas del 72% el microsporidium.

Al realizar el analisis estadistico se comprob6 una diferencia significativa con un p- valor de <0,0001,

entre los tratamientos y los testigos. La comparacion de las medias indico que el mejor control lo presento
A. kunkeei sobre el patogeno (Fig.4).
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Figura 4: Determinacion la incidencia de N. spp. en colmenas sometidas a tratamientos con las cepas bacterias lacticas y
colmenas control.

DISCUSION

Al realizar el analisis de la interaccion de la incidencia de varroasis a partir de las aplicaciones de los
lactobacilos en cada mes del ensayo, se registro que el efecto de las bacterias fue inmediata, concordando
con los estudios realizados por Tejerina et al., (2020) & Audisio, (2017) quienes demostraron la disminucion
de la incidencia del acaro en colmenas jujenas, con bacterias lacticas obtenidas del intestino de abejas
de la provincia de Salta.

En lo que respecta al efecto de las bacterias en los 4 meses se comprobo una reduccion total del
acaro, indicando estos resultados que la aplicacion de A.kunkeei y L. helsinborgensis podrian mejorar la
microbiota intestinal de las abejas, y contribuir a mantener la microbiota resistentes frente al parasito
durante los periodos de su dinamica poblacional. Lo cual se vincula con lo expuesto por Marche et
al., (2019) donde comprobaron que V. destructor afecta la microbiota intestinal de las abejas obreras
disminuyendo la cantidad de Lactobacillus spp., provocando una disbiosis intestinal, observando abejas
débiles y susceptibles a contraer enfermedades. Por lo que las bacterias A. kunkeei y L. helsinborgensis
producirian acidos organicos que inhibirian al parasito, relacionandose estos resultados a lo expuesto
por De Piano et al., (2020) quienes manifestaron que los lactobacilos generan acidos organicos como:
acido lacticos, acido fellilactico o acido acético que afectarian la viabilidad de V. destructor.

Estudios llevados a cabo por Milani (2001) y (Akyol & YeniNar, 2009) demostraron que las aplicaciones
de acidos organicos generan la muerta de acaro. Sin embargo, Garcia Vicente et al., (2024) indicaron que
el efecto de las bacterias lacticas se relaciona a la dosis y tiempo de exposicion sobre el acaro.

En cuanto a N. spp., se evidenciaron indices de infestacion muy leves para las colmenas que recibieron
L. helsinborgensis y A. Runkeei, en comparacion con el testigo que obtuvo porcentajes leve de N. spp.
Cuyos resultados corresponderian a que las bacterias lacticas liberan compuestos metabolicos que
reducirian la colonizacion de los esporos del N. spp; coincidiendo con lo sehalado por Zheng et al., (2018)
quienes enunciaron que las bacterias lacticas producen compuestos metabélicos que generan un efecto
inhibitorio sobre N. spp.

Ademas se han reportado varios estudios de aplicacion de bacterias lacticas aisladas del intestino de
abejas de la provincia de Salta en colmenas que han demostrado efectos contra Nosema; como la bacteria
L. johnsoniiy L. salivarus quienes disminuyeron del 50 % al 80% N. ceranae, en comparacion con colonias
controles (Tejerina et al., 2020; Audisio et al., 2017). Por otra parte, Garrido et al., (2023) demostraron que
la mezcla de bacterias lacticas (A. kunkeei y B. coryneformey), como los extractos de plantas comerciales
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HiveAlive aplicados en colmenas redujeron el 70% de N. ceranea

Los resultados estadisticos de comparacion de medias en cada mes de aplicacion senalaron un
mejor efecto biocontrolador de A. kunkeei, en comparacion con L. helsinborgensis, evidenciando que L.
helsinborgensis necesitaria mayor tiempo de adaptacion en la microbiota intestinal, como asi también
producirian metabolitos secundarios que tendrian menor efectividad para disminuir la infeccion de
Nosema. Lo cual, se vincula a lo expuesto por Borges et al., (2021) en el que sefalaron en sus ensayos
que no todos los compuestos antimicrobianos de algunas especies de Lactobacillus, Bifidobacterium
y Bacillus producen compuestos efectivos contra nosemosis. Los resultados obtenidos con A. kunkeei
indicarian que presenta compuestos antimicrobianos con mayor efecto inhibitorio sobre N.spp.

CONCLUSION

Los ensayos realizados mostraron que A. Runkeei demostro ser el mas efectivo frente a N. spp. y
V. destructor, evidenciando valores muy bajos para estas enfermedades, por lo que la aplicacion de
bacterias lacticas como A. kunkeei demostro prevenir y controlar las enfermedades estudiadas.
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