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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el articulo 18° de la ley
16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar proyectos especiales de investigacion
tecnoldgica relativos al sector agropecuario del Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA provenientes del
financiamiento basico (adicional del 4o/oo del Impuesto a la Enajenacién de Bienes Agropecuarios y
contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que efectuen los productores u otras instituciones, y
con los fondos provenientes de financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investigacion en forma conjunta
entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales, y una herramienta para coordinar las
politicas tecnoldgicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacion, de acuerdo a temas
definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro organismo con
capacidad para ejecutar la investigacién propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacién de recursos del FPTA para financiar
proyectos, de acuerdo a su potencial contribucién al desarrollo del sector agropecuario nacional y del
acervo cientifico y tecnoldgico relativo a la investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las diferentes areas de
investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los potenciales interesados. Las politicas
y procedimientos para la presentacion de proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a
través de una amplia gama de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnolégicas con instituciones publicas y
privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.

De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestructura instalada, lo que
resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales para resolver problemas tecnolégicos
del sector agropecuario.

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a la consolidacién de
un sistema integrado de investigacion agropecuaria para el Uruguay.

A través del Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha financiado numerosos
proyectos de investigacion agropecuaria a distintas instituciones nacionales e internacionales. Muchos
de estos proyectos han producido resultados que se integran a las recomendaciones tecnolégicas que
realiza la institucion por sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resultados se considera
contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su relevancia, el potencial impacto de
sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte al conocimiento cientifico y tecnolégico nacional
e internacional, hacen necesaria la amplia difusion de estos resultados, objetivo al cual se pretende
contribuir con esta publicacion.
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INTRODUCCION
Pérdidas de colmenas

Durante los ultimos afios se han observado pérdidas
de colmenas de abejas meliferas alrededor
del mundo, lo que ha ocasionado importantes
consecuencias no solo en la produccion apicola sino
en todas las actividades agricolas dependientes
de la polinizacion (Stokstad, 2007; Ellis et al.,
2010; Neumann y Carreck, 2010; Potts et al.,
2010). La polinizacion favorece la fecundacion y
fructificacion de diferentes especies vegetales, por
lo que contribuye en gran medida a la produccién
agricola (Morse y Calderone, 2000). La mayoria
de los cultivos necesarios para la alimentacién
mundial son estrictamente dependientes de
la polinizacién, o favorecidos por la misma en
términos de tamafio del fruto, cantidad y calidad
(Klein et al., 2007). El valor de la polinizacion por
insectos ha sido estimado en 153 billones de Euros
por afo alrededor del mundo (casi el 10 % del valor
total de la produccion agricola) (Gallai et al., 2009)
y aunque la abeja melifera no es el Unico insecto
polinizador, es el mas importante (vanEngelsdorp
y Meixner, 2010). Ademas del inmenso valor
economico, la contribucion de la polinizacién en
cuanto al mantenimiento de la biodiversidad es
inestimable.

Una de las principales causas de pérdidas de
colmenas alrededor del mundo es la presencia
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de diferentes parasitos y patégenos, como el
acaro Varroa destructor, el microsporidio Nosema
ceranae y diferentes virus ARN (Neumann y
Carreck, 2010; Evans y Schwarz, 2011).

Apicultura en Uruguay

La actividad apicola adquiri6 relevancia dentro del
sector agro-exportador de Uruguay en las ultimas
décadas, con un crecimiento que se refleja tanto en
el volumen de produccion asi como en el ingreso
de divisas fundamentalmente relacionadas con la
exportacion de miel (MGAP/DIGEGRA, 2011).

Actualmente contamos con alrededor de 3.200
apicultores registrados que poseen 580.000
colmenas (MGAP/DIGEGRA, 2016). La mayor
parte de la produccion de miel se exporta,
especialmente a Estados Unidos y Europa. Sin
embargo, el volumen de miel producida en el
pais ha mermado progresivamente durante los
ultimos afos. Esta merma, esta asociada a una
disminucion en la productividad por colmena. Entre
las posibles causas se encuentra la presencia de
diferentes parasitos y patégenos. Los principales
patdgenos que afectan a las abejas alrededor del
mundo se encuentran presentes y ampliamente
distribuidos en nuestro pais, entre ellos Varroa
destructor, Nosema ceranae y diferentes virus
ARN (Antunez et al., 2005; Antunez et al., 2006;
Invernizzi et al., 2011; Antunez et al., 2012; Anido
et al., 2016).
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Varroa destructor

V. destructor es un acaro parasito que causa dafos
en la abeja, debilitdndola, deprimiendo su sistema
inmune y favoreciendo la infeccion por otros
patégenos. Es letal si no es tratado adecuadamente
(OIE, 2008). Este acaro es el causante de la mayor
cantidad de pérdidas de colmenas alrededor del
mundo, siendo responsable de la pérdida de
entre el 20 al 60% de las colmenas en diferentes
paises de Europa (Neumann y Carreck, 2010). En
Uruguay, este acaro también es responsable de
gran parte de las pérdidas (Mendoza et al., 2008;
Invernizzi et al., 2011).

De acuerdo a un estudio epidemioldgico realizado
durante el afio 2011 en nuestro instituto, V. destructor
esta presente en la mayor parte de las colmenas
de Uruguay (Anido et al., 2016), lo que lleva a la
necesidad de la aplicacién sistematica de productos
acaricidas para evitar la pérdida de colmenas.

Los tratamientos disponibles para el control del
acaro se basan principalmente en el uso de
acaricidas sintéticos (Campa et al., 2007 a y b;
Mendoza et al., 2008; Rosenkranz et al., 2010).
Los principios activos registrados en el Ministerio
de Ganaderia, Agricultura y Pesca y habilitados
para su uso en Uruguay, son el organofosforado
cumafés, los piretroides fluvalinato y flumetrina, y la
formamida amitraz. De acuerdo a un relevamiento
realizado en el afio 2010, la mayor parte de las
colmenas de nuestro pais recibieron algun tipo
de tratamiento con acaricidas (82,5%), siendo
la mayor parte acaricidas sintéticos (72,5% del
total de colmenas). Estos tratamientos presentan
muchos inconvenientes, como su permanencia
en la cera luego de repetidos reciclajes de la
misma, generando la exposicién de la abeja de
forma simultanea a multiples compuestos dafinos.
Ademas, los residuos pueden permanecer en
la miel y en otros productos apicolas, pudiendo
resultar téxico para el consumo humano. Por
ultimo, pueden estimular la generacion de acaros
resistentes, y afectar la fisiologia y la inmunidad de
las abejas (Rosenkranz et al., 2010; Boncristiani
et al., 2012; Garrido et al., 2013). Ya se ha
evidenciado en el pais la aparicion de resistencia
a flumetrina y cumafés (Maggi et al., 2011; Mitton
et al., 2016 ) y en Argentina, a cumafés y amitraz
(Maggi et al., 2008; Maggi et al., 2010).

Una alternativa de tratamiento que esta siendo
cada vez mas utilizada son los acaricidas organicos

y los aceites esenciales (Ruffinengo y Maggi 2007;
Rosenkranz et al., 2009). Los mas utilizados son el
acido férmico, acido oxalico, acido lactico y timol
(Rosenkranz et al., 2009). Las principales ventajas
de estos productos son la baja acumulacion de
estas sustancias en los productos de la colmena,
por lo que no se pone en riesgo la calidad de la miel,
asi como la baja probabilidad de la generacién de
resistencia (Ronsekrantz et al., 2010). Sin embargo
también poseen inconvenientes, generalmente
es necesario aplicarlos en ausencia de cria para
aumentar su efectividad y las condiciones de
aplicacion deben ser analizadas en profundidad
para obtener un efecto éptimo. Por ultimo, pueden
tener efectos patologicos en las abejas, asi como
afectar su metabolismo y el sistema inmune
(Martin-Hernandez et al., 2006; Boncristiani et
al., 2012).

El acido oxalico es la primera opcion de los
apicultores uruguayos por su facil de aplicacién
y por su alta eficacia cuando se lo aplica sin cria
(Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, puede
tener efectos patolégicos y generar reduccion de
la fortaleza de la colmena (Martin-Hernandez et
al., 2006; Rademacher y Harz, 2006).

Virus ARN

La presencia de V. destructor en las colmenas
no soélo es un problema en si mismo, sino que su
virulencia aumenta por la asociacién con diferentes
virus ARN. Se han detectado mas de 18 virus
en abejas meliferas, 7 de ellos revisten mayor
importancia por su patogenicidad (Chen y Siede,
2007; Genersch y Aubert, 2010). De estos virus,
5 estan presentes y ampliamente distribuidos en
nuestro pais: el Virus de la paralisis aguda, Virus
de la pardlisis cronica, Virus de la celda real negra,
Virus de la cria ensacada y Virus de las alas
deformadas (Antunez et al., 2005; 2006; Anido et
al., 2016). Hasta el momento no existen opciones
que permitan su control.

Nosema ceranae

N. ceranae es un microsporidio parasito que ha sido
vinculado a la despoblacién masiva de colmenas
en Espania (Higes et al., 2008). Este microsporidio
es un problema en Uruguay, especialmente en las
plantaciones de Eucaliptus grandis. Los apicultores
trasladan sus colmenas a estas plantaciones con
el fin de aprovechar las floraciones otofiales y
extender asi la temporada productiva (Invernizzi



Desarrollo de una estrategia natural para el control de Varroa destructor, integrando el uso de probidticos y productos organicos 1 1

et al., 2012). Sin embargo, todas las colmenas
trasladadas se infectan con esporas y se debilitan.
El Unico tratamiento disponible para su control es
la fumagilina, pero su uso se encuentra restringido
a los criaderos de reinas (MGAP, 2010).

Dada la relevancia de las Varroosis, Virosis y
Nosemosis, y los inconvenientes de los tratamientos
disponibles en el pais, el desarrollo de una
estrategia integrada de control de patégenos,
saludable y natural, es un punto clave para el
desarrollo de la apicultura.

Probioticos y su uso en abejas
meliferas

Se denomina probidético a un cultivo de
microorganismos cuya administracion ejerce algun
efecto beneficioso sobre animales o humanos al
ser consumido (Klaenhammer y Kullen, 1999). El
uso de probioticos es una practica ampliamente
utilizada y en los ultimos afos se han realizado
un gran numero de estudios sobre los efectos
de la administracién de cepas seleccionadas
en humanos y animales (Reid, 1999; Cross,
2002). Miembros de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium entre otros, han sido utilizados
como probidticos en diferentes especies.

Para que una cepa bacteriana se considere con el
potencial de ser utilizada como probidtico se busca
que cumpla con determinadas caracteristicas (por
ejemplo que inhiba el crecimiento de bacterias
patégenas). En el caso de las abejas meliferas,
se ha visto que microorganismos obtenidos de
la colmena son capaces de inhibir in vitro el
crecimiento de patdégenos como Paenibacillus
larvae, agente causal de la Loque Americana.

Las bacterias probidticas podrian modular la
homeostasis del intestino de las larvas, para
protegerlas frente a patégenos. El mecanismo de
accion podria ser por una actividad antagonista
directa mediante la produccién de compuestos
antimicrobianos, bacteriocinas, surfactinas o ac.
lactico (Audisio et al., 2010; Sabate ef al., 2009).
Este ultimo podria ser interesante para combatir a
V. destructor, ya que el acido lactico es uno de los
tratamientos recomendados (OIE, 2004).

Por otro lado, las bacterias probiodticas podrian
actuar de forma indirecta mediante la estimulacion

de la respuesta inmune innata (Evans y Lopez,
2004). Esto también es importante para el control
de V. destructor, ya que este patégeno, junto con
N. ceranae, son capaces de deprimir la respuesta
inmune de la abeja, y causar un mayor dafio (Yang
y Cox-Foster, 2005; Antunez et al., 2009).

Por lo expuesto anteriormente, creemos que
el desarrollo de estrategias de prevencion y
tratamiento de enfermedades de las abejas
basadas en el uso de microorganismos probioticos
es una alternativa prometedora.

Hipotesis

La hipétesis de este trabajo plantea que el uso
de probidticos como estrategia natural de control,
suplementando el uso de acido oxalico (acaricida
organico), contribuird a disminuir los niveles
de infestacion de V. destructor y proporcionara
mejores condiciones de desarrollo y de inmunidad
para la abeja. Planteamos ademas, que esta
mejora en la fortaleza de la colmena la ayudara
a controlar otros patdgenos, como N. ceranae y
virus ARN.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una
mezcla de microorganismos probiéticos nativos
capaces de mejorar la salud de las abejas
meliferas.

COMPONENTES:

1. Generacién de una coleccion de aislamientos
potencialmente probibticos a partir de abejas
de colmenas sanas

2. Evaluacién del potencial probidtico de los
aislamientos obtenidos mediante ensayos in
vitro.

3. ldentificacién de los aislamientos obtenidos.

4. Preparacion de una mezcla de probioticos.

5. Caracterizacién del potencial probiético de la
mezcla de microorganismos

6. Evaluacion del efecto de la mezcla de
microorganismos probidticos sobre el desarrollo
de patoégenos (V. destructor, N. ceranae, virus
ARN) asi como sobre la fortaleza de la colmena,
en condiciones de campo.
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ESTRATEGIA Y METODOLOGIA

1. Generacion de una coleccién
de aislamientos potencialmente
probiéticos a partir de abejas de
colmenas sanas

Un requisito importante para que los microorganismos
puedan ser considerados probiéticos es que su
administracion sea segura, es decir que el o los
microorganismos no deben ser potencialmente
patdgenos. Por este motivo lo ideal es que sean
nativos y que formen parte del nicho ecolégico en
el cual seran probados y utilizados (Reid, 1999;
Salminen et al., 1998). Por estas razones, se
colectaron abejas nodrizas vivas de colmenas
histéricamente sanas pertenecientes a dos apiarios
experimentales de INIA (La Estanzuela; Colonia
y Treinta y Tres) y de la seccidén de Apicultura de
la Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay).
Las abejas se procesaron, se extrajo el intestino
de forma aséptica, se homogeneizaron en 1 ml de
PBS y se cultivaron en MRS y Rogosa agar (Merck,
Alemania) a 37°C durante 48 h en condiciones
de microaerofilia. Dado que uno de los grupos de
mayor importancia de la comunidad microbiana de
las abejas adultas es el de las bacterias del &cido
lactico, se emplearon medios de cultivo que permitan
su crecimiento (Gilliam, 1997; Mohr y Tebbe, 2006;
Mrazek et al., 2008; Olofsson y Vasquez, 2008). Se
seleccionaron aleatoriamente de tres a cinco colonias
bacterianas por placay se obtuvieron cultivos puros.
Los aislamientos se mantuvieron en caldo MRS
suplementado con 15% de glicerol como cultivos
madre a -80°C o como cultivos de trabajo a -20°C.
La identificaciéon se realiz6 inicialmente en base a
la morfologia de la colonia, examen microscdpico,
tincion de Gram, reacciones de catalasa y oxidasa
(Gerhardt et al., 1994).

2. Evaluacién del potencial probiético
de los aislamientos obtenidos
mediante ensayos in vitro.

Para la seleccién de los microorganismos a
emplear se evaludé una serie de caracteristicas
vinculadas a su potencial como probidticos, asi
como caracteristicas que los hagan adecuados
desde un punto de vista tecnoldgico:

- Inhibicién de crecimiento de Paenibacillus
larvae in vitro: Se analiz6 la capacidad de los
aislamientos de inhibir el desarrollo de la bacteria
patégena P. larvae, agente causal de la Loque

Americana, en base a la técnica de inhibicion
de crecimiento en placa (Pascual Anderson y
Calderon y Pascual, 2000). A partir de un cultivo
fresco de P. larvae (44) en agar J (Hornitzky y
Nicholls, 1993) se prepard una suspension celular
en PBS equivalente a 0,5 McFarland y se sembré
en una placa de agar J. Luego, los aislamientos se
inocularon mediante puncion en la misma placa.
Después de la incubacion a 37°C durante 48 h
en condiciones microaerofilicas, las placas se
examinaron para detectar zonas de inhibiciony se
midieron los diametros. Los ensayos se llevaron
a cabo por triplicado.

Tasade crecimiento: Paraque un microorganismo
pueda ser producido rapidamente a gran escala
debe tener una alta tasa de crecimiento. Por
este motivo se realizaron curvas de crecimiento
de los diferentes aislamientos mediante el
método de turbidimetria (Gerhardt et al., 1994).
Se inocularon 180 pl de caldo MRS con 20 pl
de una suspension bacteriana equivalente a
la escala de 0,5 McFarland. Se incubo a 37°C
y se midio la absorbancia (DO600) cada dos
horas. Posteriormente se calculé el tiempo de
duplicacion y la tasa de crecimiento (Gerhardt et
al., 1994). El ensayo se realiz6 por triplicado.

Tolerancia osmoética al jarabe de azucar:
El néctar y el polen que consumen las abejas
contienen altas concentraciones de azucares.
Por otro lado, la forma de administracién mas
practica de los productos sanitarios apicolas
es por medio del jarabe. Por estos motivos
se evaluo la capacidad de los aislamientos de
sobrevivir en estas condiciones durante 72 hs, a
4°C (heladera) y 28°C (temperatura ambiente).
Se prepard una suspension bacteriana en PBS
equivalente a la escala 4 McFarland, se diluy6
en jarabe (1:1 0 2:1) a una concentracion final
de 1x10e7 unidades formadoras de colonias
(UFC) / ml y se incub6 a 4 o 28°C durante 72
hs. El nimero de células bacterianas viables por
tratamiento se determiné mediante recuento en
placa en agar MRS a 0 y 72 hs. Las placas se
incubaron a 37°C durante 24 hs bajo condiciones
de microaerofilia.

Tolerancia a diferentes condiciones de acidez:
Dado que la via de administracion a las abejas
es oral, es necesario que los microorganismos
logren sobrevivir durante su paso por el tracto
gastrointestinal, soportando condiciones de
acidez (Reid, 1999). Por esto se evalud la



Desarrollo de una estrategia natural para el control de Varroa destructor, integrando el uso de probiéticos y productos organicos 1 3

tolerancia de cada aislamiento a distintas
condiciones de acidez (pH 3 a 7) mediante el
método descrito por Jacobsen et al., (1999). Se
inocularon 180 uyl de caldo MRS apH 3,507, con
20 pl de una suspension bacteriana equivalente
a 0,5 McFarland. Se midio la densidad 6ptica a
600 nm (DO600) a tiempo cero,y 1,2, 3,4y 24
hs de incubacion a 37°C. El numero de células
bacterianas viables por tratamiento se determiné
mediante el conteo de placas en agar MRS a las
0y 4 h. Las placas se incubaron a 37°C durante
48 h bajo condiciones microaerdfilas. El ensayo
se realizo por triplicado.

Preseleccion de aislamientos: Los diez
aislamientos bacterianos que mostraron
las mejores caracteristicas bioldgicas y
biotecnoldgicas (inhibicion de P, larvae, tolerancia
osmotica al jarabe de azucar y tolerancia a
condiciones acidas) se seleccionaron y se
profundizd en su caracterizacion.

Evaluaciéon de la produccion de acidos:
Se evalud la produccién de acido de Citrico,
Piravico, Succinico, Lactico, Acético, Propionico,
isobutirico, Butirico y Valérico mediante
cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) en la plataforma de Servicios Analiticos
del 1IBCE.

Evaluacién de la patogenicidad en larvas, y
efecto antibacteriano frente a P. larvae: Se
evalud la patogenicidad de los 10 aislamientos
preseleccionados asi como su capacidad de
disminuir la mortalidad por P. larvae en larvas,
empleando un modelo de cria en laboratorio.
Se utilizaron larvas de abejas obreras de la
progenie de una sola reina (hibrido entre Apis
mellifera mellifera'y Apis mellifera scutellata). Se
colectaron larvas menores a 24 hs, se colocaron
en pocillos de placas de microtitulacion rellenas
con dieta artificial y se mantuvieron de acuerdo
a lo descrito por Evans (2004).

Diez grupos de 12 larvas se alimentaron ad
libitum con dieta artificial suplementada con
un aislamiento (concentracion final de 1x10e7
bacterias/ml, aislamientos 1, 22, 35, 37, 51,
67, 78, 110, 117, 122); otros diez grupos se
alimentaron con dieta artificial suplementada
con uno de los aislamientos y contaminada
simultdneamente con P. larvae (1000 esporas
/ ul, grupos 1P, 22P, 35P, 37P, 51P, 67P, 78P,
110P, 117P, 122P); un grupo de control de larvas

se alimento solo con la dieta artificial (L) y otro
grupo control se alimentd con la dieta artificial
contaminada con P. larvae (1000 esporas / pl)
(LP).

Las larvas recibieron este tratamiento durante
las primeras 48 hs, luego se empled dieta
larval normal en todos los casos. Las placas se
incubaron a 34,5°C con alta humedad durante 6
dias. Las larvas se examinaron todos los dias, y
se clasificaron como muertas cuando perdieron
su elasticidad corporal o mostraron un cambio
de color a marrén. Se registré el numero de
larvas muertas y las larvas supervivientes se
transfirieron a nuevos pocillos con alimento
fresco.

Evaluacion de la patogenicidad en abejas
adultas: Se evaluo6 la patogenicidad de los 10
aislamientos asi como su capacidad de disminuir
la infeccién por N. ceranae en abejas, empleando
un modelo de cria en laboratorio.

Se obtuvieron cuadros con abejas a punto de
nacer de una colonia sana de A. mellifera del
colmenar experimental J. J. Nagera (Centro de
Investigacion de Abejas Sociales, Mar del Plata,
Argentina). Al nacer, las abejas se confinaron
en jaulas especiales y se mantuvieron en
incubadora a 35°C, con alimentacion ad libitum
de jarabe (sacarosa al 50%). A los dos dias, las
abejas se dividieron en once grupos de 15 abejas
cada una, y se alimentaron de forma individual
con 20 pl de jarabe suplementado con uno de
los aislamientos (grupos 1, 22, 35, 37, 51, 67,
78, 110, 117, 122) o jarabe (control grupo, C).
Después de ingerir todo el inéculo, las abejas
fueron devueltas a sus jaulas y alimentadas
con jarabe ad libitum. El ensayo se realiz6 por
triplicado. Las jaulas se examinaron diariamente
durante 7 dias para registrar la mortalidad.

Ensayos de inhibicion entre aislamientos: Se
evaluo la capacidad de los aislamientos de inhibir
el desarrollo de los otros aislamientos, con el fin
de evaluar la posible coexistencia.

Se prepard una suspension bacteriana en PBS
equivalente a 0,5 McFarland de cada aislamiento,
y se inoculd mediante hisopado en agar MRS.
Los restantes 9 aislamientos bacterianos se
inocularon en la misma placa por puncion. Las
placas se incubaron a 37°C durante 48 hs bajo
condiciones microaerofilicas. Los ensayos se
realizaron por triplicado.
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3. Identificacion de los aislamientos
obtenidos.

Se realizé la extraccion de ADN gendémico de cada
aislamiento empleando el kit comercial (Gen Elute
Bacterial Genomic, Sigma, St. Louis, MO). EIADN
se empled como molde para amplificar el gen que
codifica para el ARNr16S, empleando cebadores
bacterianos universales 27F y 1492R (Lane,
1991). Los productos obtenidos se secuenciaron
en Macrogen Inc. (Seul, Corea). Las secuencias
obtenidas se analizaron mediante comparacion
con bases de datos (RDP, Wang et al., 2007; NCBI,
Altschul et al., 1997).

4. Preparacion de una mezcla de
probiéticos.

Dado que los diferentes aislamientos pueden
mostrar diferentes caracteristicas o efectos
complementarios en el hospedero (Forsgren et
al., 2010), se decidié generar una mezcla de
microorganismos probidticos. Los aislamientos que
no mostraron inhibicidon de crecimiento entre ellos,
no resultaron téxicos para las larvas y las abejas
adultas y disminuyeron la mortalidad de larvas
ocasionada por P. larvae, fueron seleccionados, y
se generd una mezcla con cantidades iguales de
cada microorganismo.

5. Caracterizacion del potencial
probiético de la mezcla de
microorganismos

- Evaluacién de la patogenicidad de la mezcla
bacteriana en larvas, y efecto antibacteriano
frente a P. larvae: Una vez obtenida la
mezcla, se evalud su patogenicidad y el efecto
antibacteriano frente a P. larvae empleando el
modelo larval descrito anteriormente. En este
caso, un grupo larval se alimenté ad libitum
con dieta artificial suplementada con la mezcla
bacteriana (1x10e4 células / ul, LBM); otro
grupo fue alimentado con la dieta mencionada
anteriormente suplementada con la mezcla
bacteriana y contaminada con P. larvae (1000
esporas / yl, LBMP); un grupo control de larvas
se alimento solo con la dieta artificial (L) y otro
grupo control se alimentd con la dieta artificial
contaminada con P. larvae (1000 esporas / pl,
LP). Se emplearon grupos de 12 larvas en cada
caso y el ensayo se realizo por triplicado.

- Evaluaciéon de la patogenicidad de la
mezcla bacteriana en abejas adultas: Se
evaluo el efecto de la mezcla bacteriana en la
supervivencia de la abeja empleando el modelo
de cria de abejas descrito anteriormente. Se
prepararon dos grupos de 25 abejas, un grupo
se alimenté individualmente con 20 pl de jarabe
suplementado con la mezcla bacteriana (2x10e4
CFU / pl, BM) y el otro sdlo recibié jarabe (C). El
ensayo se llevo a cabo por triplicado. Las jaulas
se examinaron diariamente durante 10 dias para
registrar la mortalidad.

- Efecto de la mezcla bacteriana frente a N.
ceranae: Se evalud la actividad antiparasitaria
de la mezcla bacteriana frente a N. ceranae
empleando el modelo de cria de abejas descrito
anteriormente. En este caso, se prepararon tres
grupos de 50 abejas. Las abejas de un grupo se
alimentaron individualmente con 20 ul de jarabe
suplementado con la mezcla bacteriana (2x10e4
CFU / pl, NBM) y las abejas de los otros dos
grupos se alimentaron individualmente con 20 pl
de jarabe (Ny C). Luego las abejas retornaron a
sus jaulas y se alimentaron con jarabe ad libitum.
Un dia después las abejas de los grupos NBM y
N se alimentaron ad libitum con 4 ml de jarabe
inoculado con 5x10e5 esporas de N. ceranae
(extraidas de abejas naturalmente infectadas;
Fries et al., 2013). El alimento inoculado se
coloco durante 24 hs, y después de ese periodo
se colocé alimento fresco. El ensayo se llevo a
cabo por triplicado.

Las abejas se examinaron diariamente,
registrando la mortalidad. Para evaluar la
multiplicacion de N. ceranae, las abejas se
sacrificaron 7 dias después de la infeccion (10
dias post-emergencia), se extrajo el intestino
de 30 abejas por grupo y se homogeneizaron
individualmente en 1 ml de agua destilada estéril.
Luego se realizd la cuantificacion de las esporas
en la camara de Neubauer empleando un
microscopio éptico a 400X (Cantwell, 1970).

- Efecto de la mezcla bacteriana en genes
relacionados con el sistema inmune:
Se evalud la capacidad de los microorganismos
de activar la expresion de diferentes genes
vinculados a la inmunidad empleando el modelo
de cria de abejas descrito previamente.

Se colectaron cuadros con abejas a punto de
nacer de una colonia sana localizada en INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay). Se prepararon dos
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grupos de 15 abejas, un grupo (BM) se alimento
con 20 pl de jarabe suplementado con la mezcla
bacteriana (2x10e4 CFU / pl) y el otro grupo,
control (C), se alimentd solo con jarabe. El ensayo
se realizé por triplicado. Las jaulas se examinaron
diariamente para registrar la mortalidad. Dos dias
después de la aplicacién de los tratamientos,
se tomaron diez abejas de cada tratamiento, se
procesaron y se realizd la extraccion de ARN
utilizando el Mini Kit RNeasyPlus (Qiagen). El
ARN se us6 inmediatamente para generar ADNc
empleando el kit de transcripcion inversa Quantitec
(Qiagen). Para comparar la respuesta inmune de
las abejas sometidas a diferentes tratamientos, se
evalué el nivel de expresién de genes vinculados a
lainmunidad: abaecina, himenoptecina, defensina,
glucosa deshidrogenasa, lisozima y vitelogenina,
empleando cebadores previamente descritos
(Corona et al., 2007; Evans, 2006; Johnson et
al., 2009; Yang y Cox- Foster, 2005). Los niveles
de transcripcion de la proteina ribosémica RPS5
y B-actina se utilizaron como genes de referencia
para normalizar las variaciones en los niveles de
ADNc (Evans, 2006; Yang y Cox-Foster, 2005).
Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron
a cabo en placas de 96 pocillos utilizando el Kit
QuantiTec SYBR PCR (Qiagen)y el termociclador
BlO-Rad CFX96 (Bio-Rad Laboratories, EE.
uu.).

Se realizo una curva de melting para confirmar
la amplificacion especifica de estos genes. Los
resultados de amplificacion se expresaron como
el numero de ciclo umbral (Ct), que representa
el numero de ciclos necesarios para generar
una sefal fluorescente mayor que un umbral
predefinido. El nivel de expresion de RPS5 y
b-actina se empled como referencia, calculando
la media geométrica Ct entre ambos. Se calculo

e i 1 &

el radio de expresion de acuerdo a lo descrito
por Pfaffl (2001).

6. Evaluacion del efecto de la mezcla
de microorganismos probiéticos
sobre el desarrollo de patégenos
(V. destructor, N. ceranae, virus
ARN) asi como sobre la fortaleza
de la colmena, en condiciones de
campo.

Se realizaron ensayos de campo con el fin
de evaluar la efectividad de esta mezcla de
microorganismos probiéticos sobre V. destructor,
N. ceranae, virus ARN asi como en la fortaleza de
la colmena, en condiciones naturales.

Ensayo de campo 1: Otorio de 2015

Se selecciond un apiario localizado en Paso
Severino (Florida), perteneciente al apicultor
Manuel Scarzella (Figura 1). Este apicultor tiene
antecedentes avalados de produccién y manejo y
estainscripto en el Registro Nacional de Colmenas
de la Direccion General de la Granja (DIGEGRA).

Antes de iniciar el ensayo (febrero de 2015), se
visito el apiario, se colectaron muestras de abejas
nodrizas y se analizé la presencia de V. destructor.
Teniendo en cuenta este resultado las colmenas se
dividieron en cuatro grupos. En marzo se aplicaron
los siguientes tratamientos:

Grupo 1-45 colmenas recibieron acaricida sintético
(amivar)

Grupo 2- 15 recibieron acido oxalico y mezcla de
probidticos

Grupo 3- 15 recibieron acido oxalico

Grupo 4-15 colmenas se mantuvieron como
control, y no recibieron tratamiento

Figura 1.- Instalacion del apiario para el ensayo de campo.
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Tanto el acaricida sintético (amivar en tirillas)
como el acido oxalico (por goteo sobre los
cabezales) se aplicaron de acuerdo a las
recomendaciones de los fabricantes. En cuanto
ala mezcla de probiodticos, se prepararon cultivos
puros de cada microorganismo, se preparé una
mezcla de igual concentracion de cada cepa y
se liofilizé en leche descremada 20%. La mezcla
de probidticos liofilizada se resuspendid en
jarabe, a una concentracién final de 1x10e7 ufc/
ml. Se aplicaron 50 ml mediante asperjado por
cada cuadro cubierto de abejas (Figura 2). La
aplicacién se realizé una vez por semana, durante
tres semanas consecutivas.

Una vez al mes (marzo, abril, mayo, junio) se visitd

el apiario, se abrié cada colmena y se estimaron

los siguientes parametros:

- poblacién de abejas adultas (caras de cuadros
cubiertos con abejas)

- cantidad de cria (octavos de cuadros con cria)

- cantidad de reservas (octavos de cuadros con
reservas)

- presencia de sintomas

A tiempo cero, uno y tres meses luego de la

aplicacién de los tratamientos (marzo, abril, junio),

se tomaron muestras de abejas de todas las

colmenas (Figura 3).

Cada muestra consisti6 en:

- abejas nodrizas: tomadas de 3 puntos diferentes
de la colmena

- abejas pecoreadoras: originalmente se penso
en tomar abejas pecoreadoras, que realizan
actividades afuera de la colmena, pero ya que
en otono-invierno es muy dificil obtener este tipo
de abejas, se decidi6 colectar abejas de interior
pero alejadas del area de cria. Igualmente para
distinguirlas de las abejas nodrizas se mantuvo
la denominacion de abejas pecoreadoras.

Las abejas nodrizas y pecoreadoras se colocaron
por separado en recipientes plasticos con alcohol
para evitar su descomposicion y permitir su
almacenamiento hasta el momento del analisis.
Una parte de las abejas nodrizas (30 abejas) se
coloco en sobres de manila y estas abejas se
mantuvieron vivas hasta llegar al laboratorio donde
se almacenaron a -80°C, para evitar la degradacion
del ARN viral.
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Figura 3.- Toma de muestras de abejas.

En el laboratorio, se realizaron los siguientes

andlisis:

- Deteccion y cuantificacion de diferentes virus en
abejas nodrizas, mediante la técnica de PCR en
tiempo real (Antunez et al. 2015).

- Deteccion y cuantificacion del acaro V. destructor
en abejas nodrizas y pecoreadoras, mediante
observacion macroscépica (Dietemann, et al.,
2013)

- Cuantificacién de esporas de Nosema spp. en
abejas nodrizas y pecoreadoras mediante conteo
en microscopio (Fries et al., 2013)

Ensayo de campo 2: Primavera de 2015

En este ensayo se emplearon 39 colmenas que en
marzo de 2015 recibieron tratamiento con amitraz
para el control de V. destructor.

Antes de iniciar el ensayo (agosto de 2015),
se visitd el apiario, se colectaron muestras de
abejas nodrizas y se analiz6 la presencia de V.
destructor.

Teniendo en cuenta este resultado las colmenas
se dividieron en dos grupos. En setiembre se
aplicaron los siguientes tratamientos:

Grupo 1- 20 colmenas recibieron acido oxalico y
mezcla de probioticos

Grupo 2- 19 colmenas recibieron acido oxalico

La mezcla de probidticos se prepard y aplicéd de la
misma forma que en otofio de 2015.

Una vez al mes (setiembre, octubre, noviembre,
diciembre) se visitd el apiario, se abrié cada
colmenay se estimaron los siguientes parametros:
poblacion de abejas adultas, cantidad de cria,
cantidad de reservas y presencia de sintomas.

A tiempo cero, uno y tres meses luego de la
aplicacion de los tratamientos (setiembre, octubre,
diciembre), se tomaron muestras de abejas
nodrizas y pecoreadoras de todas las colmenas,
de acuerdo a lo descrito previamente.

En el laboratorio se realizé el analisis de la presencia
y cuantificacién de virus, V. destructor y Nosema
spp., de acuerdo a lo descrito previamente.



1 8 Desarrollo de una estrategia natural para el control de Varroa destructor, integrando el uso de probiéticos y productos organicos

Ensayo de campo 3: Otofio de 2017

Se selecciond un apiario localizado en Marindia
(Canelones), perteneciente al Ing. Agr. y Apicultor
Jorge Harriet. Se incorporaron también colmenas
pertenecientes a INIA La Estanzuela, que fueron
trasladas a este apiario especialmente para el ensayo.
Antes de iniciar el ensayo (febrero de 2017), se
visito el apiario, se colectaron muestras de abejas
nodrizas y pecoreadoras y se analizé la presencia
de V. destructor y Nosema spp. Teniendo en
cuenta este resultado las colmenas se dividieron
en tres grupos. En marzo recibieron los siguientes
tratamientos:

Grupo 1- 15 colmenas recibieron acaricida sintético
(amivar) y mezcla de probidticos en jarabe por
asperjado y en alimentador

Grupo 2- 15 colmenas recibieron acaricida sintético
(amivar) y jarabe por asperjado y en alimentador
Grupo 3- 15 colmenas sélo recibieron acaricida
sintético (amivar)

El acaricida sintético se aplicd de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. En cuanto a la
mezcla de probidticos, se realizaron modificaciones
en cuanto a su preparacion, respecto a los ensayos
anteriores. Se prepararon cultivos puros de cada
microorganismo, se prepard una mezcla de igual
concentracién de cada cepa, se centrifugd y
las células se resuspendieron en jarabe, a una
concentracion final de 1x10e7 bact/ml. Se aplicaron
50 ml mediante asperjado por cada cuadro cubierto
de abejas. A la vez, se colocaron 250 ml en el
alimentador. La aplicacién se realizé una vez por
semana, durante tres semanas consecutivas.

Una vez al mes (marzo, abril, mayo, junio) se visitd
el apiario, se abrié cada colmena y se estimaron
los siguientes pardametros: poblacion de abejas
adultas, cantidad de cria, cantidad de reservas y
presencia de sintomas.

A tiempo cero, uno y tres meses luego de la
aplicacion de los tratamientos (marzo, abril, junio)
y se tomaron muestras de abejas nodrizas y
pecoreadoras de todas las colmenas.

En el laboratorio se realizo6 el analisis de la presencia
y cuantificacion de Virus, V. destructor y Nosema
spp., de acuerdo a lo descrito previamente.

RESULTADOS

1. Generaciéon de una coleccién
de aislamientos potencialmente
probidticos

Se obtuvieron 175 aislamientos bacterianos a
partir de la comunidad microbiana intestinal de
las abejas meliferas. Se seleccionaron al azar 85
aislamientos para continuar su caracterizacion. La
mayoria fueron bacilos Gram-positivos de oxidasa
y catalasa-negativos (potencial de Lactobacillus

spp.).

2. Evaluacion del potencial probiético
de los aislamientos obtenidos,
mediante ensayos in vitro.

Setenta de los 85 aislamientos analizados fueron
capaces de inhibir el crecimiento de P. larvae,

£

Figura 4.- Ensayo de inhibicién de P. larvae in vitro. En la fotografia se observa un aislamiento capaz de inhibir el
crecimiento de P. larvae, y otros 3 aislamientos con resultado negativo
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generando zonas de inhibicion desde 60 £ 0.4 mm
hasta 260 + 0.6 mm (Figura 4).

El tiempo de generacion fue similar en la mayoria
de los aislamientos, siendo el promedio fue de 116
+ 48 minutos.

Cuando se analizo la tolerancia osmética al jarabe
de azucar, los aislamientos mostraron una mayor
resistencia a 4°C en ambas concentraciones
de azucar (1: 1y 2: 1) que a 28°C (Figura

5, prueba de Mann- Whitney p <0,01 en
ambos casos). No se observaron diferencias
significativas en la viabilidad bacteriana a
diferentes concentraciones de azucar, ya sea a
4 0 28°C (prueba de Mann-Whitney p> 0.05 en
ambos casos).

En cuanto a la resistencia a condiciones de acidez,
todos los aislamientos mostraron la capacidad de
resistira pH 5y pH 7, pero solo 27 pudieron resistir
a pH 3 (Figura 6).
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Figura 5- Supervivencia de los aislamientos a diferentes concentraciones de azucar (jarabe 1:1 0 2:1) y temperatura
(4 y 28°C). El porcentaje de supervivencia de cada aislamiento se calculé como: ((ufc/ml)t72h *100)/(ufc/ml)tOh.
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Figura 6- Supervivencia de los aislamientos sometidos a diferentes condiciones de acidez (pH 3, 5y 7). Los datos
que se representan corresponden al AAbsorbancia 600nm = Absorbancia 600nmtOh - Absorbancia 600nmt4h.
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Figura 7- Niveles de produccién de los distintos acidos grasos volatiles (Citrico, Succinico, Lactico. Acético y

Propiénico).

En base a los resultados obtenidos se realizo
la eleccién de aquellos aislamientos capaces
de inhibir in vitro el crecimiento de P. larvae, de
sobrevivir en altas concentraciones de azucar y
capaces de sobrevivir a distintas condiciones de
acidez. Los aislamientos escogidos resultaron: 1,
22,35,37,51,67,78,110, 117, 122 (tabla 1). Estos
diez aislamientos produjeron acido lactico. Ademas
algunos aislamientos produjeron acido acético,

Dia 4

Dia s

propionico, succinico y citrico (Figura 7).

La administraciéon de estos aislamientos a larvas
no generd efectos deletéreos. Las larvas que
recibieron los aislamientos bacterianos mostraron
una curva de supervivencia similar a los individuos
control (L o C) (Figura 8 y 9, Gehan-Breslow,
p> 0.05 en todos los casos, excepto para el
aislamiento 78, p = 0.03).

Figura 8- Desarrollo larval de A. mellifera en condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 9.- Curvas de supervivencia de las larvas alimentadas ad libitum con dieta artificial suplementada con los
distintos aislamientos (1, 22, 35, 37, 51, 67, 78, 110, 117, 122), o solo alimento larval (L).

La infeccion con P. larvae generd una mortalidad una disminucién significativa en la mortalidad
del 80% de las larvas. La administracion de las ocasionada por este patdégeno (Figura 10, Gehan-
cepas 35, 37, 51,67, 78, 110, 117, 122 generaron Breslow, p <0.05 en estos casos).
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Figura 10.- Curvas de supervivencia de las larvas alimentadas ad libitum con dieta artificial suplementada con los

distintos aislamientos e inoculada con esporas de P. larvae (1P, 22P, 35P, 37P, 51P, 67P, 78P, 110P, 117P, 122P),
alimento larval (L) o alimento larval y esporas (LP). Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 11.- Curvas de supervivencia de abejas adultas alimentadas ad libitum con dieta artificial
suplementada con los distintos aislamientos (1, 22, 35, 37, 51, 67, 78, 110, 117, 122), o solo alimento

(C).

En el caso de las abejas adultas, la administracion
de estos aislamientos tampoco generé un efecto
perjudicial (Figura 11, Gehan-Breslow, p> 0.05 en
todos los casos).

La mortalidad de las abejas que recibieron
bacterias fue similar a las control (Gehan - Breslow;
p > 0.05 en todos los casos), mostrando que
la administracién de estos microorganismos es
segura.

3. Identificaciéon de los aislamientos
obtenidos.

Los 10 aislamientos que exhibieron las
caracteristicas mas prometedoras asociadas con
SU USO como microorganismos probidticos se
identificaron mediante la secuenciacion del gen
16S rRNA. La mayoria de ellos fueron identificados
como Lactobacillus kunkeei (Tabla 1).

4. Preparacion de una mezcla de
probiodticos.

Se evalud la actividad inhibidora entre los aislados
preseleccionados y 6 de los 10 aislamientos
inhibieron el crecimiento de otros (1, 22, 51, 78,
11 y 122) mientras que 4 de ellos no mostraron
ninguna influencia inhibitoria sobre los otros
aislados (35, 37, 67 y 110). Para obtener

una mezcla bacteriana que podria presentar
diferentes propiedades beneficiosas y coexistir,
se eligieron estos ultimos 4 aislamientos (Tabla
1 complementaria). Aunque todos ellos fueron
identificados como L. kunkeei, mostraron
variaciones fenotipicas entre ellos, lo que sugiere
que son cepas diferentes.

Se generd una mezcla de microorganismos
probidticos conteniendo cantidades similares de
los 4 microorganismos seleccionados.

5. Caracterizacion del potencial
probidtico de la mezcla de
microorganismos

Una vez preparada la mezcla de microorganismos,
se evalud el efecto de la mezcla bacteriana
sobre la supervivencia de larvas y abejas. No
se observaron efectos toxicos de la mezcla
bacteriana, obteniendo curvas de supervivencia
similares a los grupos control (prueba de Gehan-
Breslow p> 0.05 en todos los casos, Figura 12 y
13A). Aln mas, la administracion de las bacterias
aumento la viabilidad de las larvas (LBMP vs L,
prueba de Gehan-Breslow p = 0.03).

El comportamiento de las larvas y abejas tratadas
fue normal, siendo activo durante las inspecciones
a lo largo de los experimentos.
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Figura 12.- Curvas de supervivencia de las larvas alimentadas ad libitum con dieta artificial suplementada con
la mezcla de microorganismos (LBM); alimentada con esa mezcla e infectada con esporas de P. larvae (LBMP);
alimentada solo con dieta artificial (L) y alimentada con dieta artificial y P. larvae (LP). Los asteriscos indican

diferencias significativas (p<0.05).

Por otro lado, la mezcla bacteriana redujo la
mortalidad de larvas infectadas por P. larvae in
vivo. En particular, las larvas que recibieron la
mezcla bacteriana y se infectaron con esporas
de P. larvae tuvieron una mortalidad menor que
las larvas infectadas que no recibieron bacterias
(Figura 12, LBMP frente a LP, prueba de Gehan-
Breslow p <0,01).

En cuanto al efecto antiparasitario sobre N.
ceranae, las abejas infectadas alimentadas con
la mezcla bacteriana tenian significativamente
menos esporas que las abejas infectadas con N.
ceranae que no recibieron bacterias (NBM frente

aN, prueba de Mann-Whitney p <0,01, Figura 14).
Ninguna de las abejas pertenecientes al grupo
control (C) mostré esporas.

La supervivencia de las abejas a lo largo de siete
dias después de la infeccién fue similar entre
los grupos infectados con N. ceranae y control
tratados con la mezcla bacteriana (C frente a
NBM, prueba de Gehan-Breslow p> 0,05, Figura
13B). La supervivencia de las abejas infectadas
con N. ceranae fue significativamente menor que
la supervivencia de las abejas del grupo de control
(C frente a N, prueba de Gehan-Breslow p <0.01,
Figura 13B).
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Figura 13.- Curvas de supervivencia de las abejas adultas alimentadas ad libitum con: A.-dieta artificial
suplementada con la mezcla de microorganismos (BM) y control (C); B.- dieta artificial suplementada con la mezcla
de microorganismos e infectada con N. ceranae (NBM); control (C) e infectada con N. ceranae (LP). Los asteriscos
indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 14. Nivel de infeccion por N. ceranae de abejas infectadas artificialmente (N), abejas alimentadas con la
mezcla e infectadas con N. ceranae (NBM) y abejas control (C). Los asteriscos indican diferencias significativas

(p<0.05).

La alimentacion de abejas meliferas con jarabe
suplementado con la mezcla bacteriana no produjo
cambios significativos en la expresion de péptidos
antibacterianos, enzimas relacionadas con la
inmunidad o vitelogenina en comparacioén con las
abejas control (BM frente a C, prueba de Mann-
Whitney p> 0.05 en todos los casos).

6. Evaluacion del efecto de la mezcla
de microorganismos probiéticos
sobre el desarrollo de patégenos
(V. destructor, N. ceranae, virus
ARN) asi como sobre la fortaleza
de la colmena, en condiciones de
campo.

Ensayo de campo 1: Otofo de 2015

Al inicio del ensayo, los cuatro grupos de colmenas
(tratados con acaricida sintético, acido oxalico,
acido oxalico y probidticos, y grupo control)
presentaron caracteristicas similares, con similar
poblacion de abejas, cria y miel y similar nivel
de infestacion/ infeccion por los patégenos V.
destructor, N. ceranae, ABPV, BQCV, DWV y
SBV.

Un mes después de la primera aplicacion de los
tratamientos, el acaricida sintético, el acido oxalico,

y el acido oxalico suplementado con probidticos,
lograron disminuir significativamente el porcentaje
de infestacion por varroa comparado con el grupo
control (que no recibié tratamiento).

Sin embargo, tres meses después de la primera
aplicacion, solo el acaricida sintético fue capaz
de mantener bajo los niveles de varroa. En los
grupos tratados con acido oxalico, ac. oxalico
suplementado con probidticos y el grupo control
se observé un aumento en el nivel de infestacion
con varroa, que en muchos casos terminé con la
muerte de la colmena.

La aplicacion de los tratamientos no generé
cambios en el nivel de infeccién por N. ceranae 'y
los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV.

Estos resultados indican que esta forma de
aplicacion del acido oxalico (por goteo sobre los
cabezales) no resulté efectiva para el control
de varroa. Tampoco se encontrd un efecto de la
administracion de probioéticos.

Ensayo de campo 2: Primavera de 2015

En este ensayo se emplearon las colmenas que
sobrevivieron del ensayo anterior, realizado en
otofio de 2015, que fueron tratadas con amivar
para el control de varroa.
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Al inicio del ensayo, los dos grupos de colmenas
(tratados con acido oxalico y acido oxalico con
probioticos) presentaron caracteristicas similares,
con similar poblacion de abejas, cria y miel, y
similares niveles de infestacion/infeccion por los
patégenos V. destructor, N. ceranae, ABPV, BQCV,
DWV y SBV.

La administracién del probi6tico no generé
cambios en la fortaleza de la colmena (poblacién
de abejas, cria y miel) ni en el nivel de infestacion/
infeccion por los distintos patégenos, a lo largo
del ensayo.

Ensayo de campo 3: Otorio de 2017

Al inicio del ensayo, los tres grupos de colmenas
(tratados con probioéticos, jarabe y control)
presentaron caracteristicas similares, con similar
poblacion de abejas, cria y miel y similar nivel
de infestacion/ infeccion por los patégenos V.
destructor, N. ceranae, ABPV, BQCV, DWV y SBV.
Es importante recordar que en este caso todas
las colmenas recibieron tratamiento con acaricida
sintético antes de iniciar el ensayo, para bajar y
estandarizar el nivel de infestacién por varroa.

P<0.1

Con el transcurso de los dias el nivel de infestacion
aumento, evidenciando su multiplicacion.

Uno y tres meses luego de la aplicacion de los
tratamientos, los tres grupos mostraron niveles
similares de poblacion de abejas, cria y miel,
indicando que la administracién de probidticos no
afecta la fortaleza de la colmena. Sin embargo, si
se encontré un efecto sobre el nivel de infestacion
de varroa y Nosema spp.

Tres meses después de la primera aplicacion,
el grupo tratado con probiéticos presentd
significativamente menor nivel de infestacion por
varroa que las colmenas de los grupos controles.
Esto sugiere que el probidtico es capaz de
reforzar el efecto acaricida del Amivar, afectando
el desarrollo de varroa (Figura 15).

Por otro lado, también se encontré que el nimero de
esporas de N. ceranae por abeja tiende a bajaren el
tiempo, entre marzo y julio, probablemente asociado
al ciclo biologico del patégeno. Sin embargo, se
observa que esta disminucion se da mas rapidamente
en el grupo de colmenas tratado con probidticos que
en el grupo vehiculo o control (Figura 16).
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Figura 15.- Porcentaje de infestacion con V. destructor en el ensayo de campo 3. Se indica los valores obtenidos
en marzo, mayo Y julio. En rojo y negro se indican las diferencias significativas (P<0,1 y P<0,05 respectivamente)
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Figura 16.- Numero de esporas de N. ceranae en las colmenas analizadas en el ensayo de campo 3. Se indica los

valores obtenidos en marzo, mayo y julio. En negro se

Finalmente, la administracion de probiodticos no
tuvo efecto sobre el nivel de infeccion de los
diferentes virus ARN estudiados (ABPV, BQCV,
DWV y SBV).

CONCLUSIONES

Se obtuvo una coleccién de aislamientos a partir
de abejas de colmenas histéricamente 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.

indican las diferencias significativas (P<0.05)

Se obtuvo una mezcla de 4 cepas de L. kunkeei.
Su administracion fue segura para larvas y abejas
adultas en condiciones de laboratorio, disminuyo
la mortalidad causada por la bacteria P. larvae en
larvas y disminuy6 el numero de esporas de N.
ceranae en abejas adultas.

La administracién de esta mezcla en ensayos
de campo logré disminuir la infestaciéon por V.
destructor, potenciando el efecto del acaricida
sintético, y a la vez, disminuir la infeccion por N.
ceranae. Si bien estos resultados son auspiciosos,
es necesario realizar mas ensayos para confirmar
su efecto en condiciones de campo.
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