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CARACTERIZACION MOLECULAR DE BACTERIAS LACTICAS AISLADAS
DEL INTESTINO DE APIS MELLIFERA L. COLECTADAS EN EL SUR DE
CHILE

MOLECULAR CHARACTERIZATION LACTIC BACTERIA ISOLATED FROM THE
INTESTINE OF APIS MELLIFERA L. COLLECTED IN THE SOUTH OF CHILE

Palabras indice adicionales: abejas meliferas, lactobacterias, Lactobabillus
kunkeei, Bifidobacterium asteroides.

RESUMEN

La disminucion de colonias y muerte de Apis mellifera L. a nivel mundial, es un
tema preocupante, ya que las abejas meliferas son consideradas como unos de
los insectos mas importantes para la humanidad y el ecosistema, debido a su rol
fundamental en la polinizacién. A esta desaparicion repentina de abejas obreras,
se le denomina sindrome del colapso de la colmena (CCD). Aunque no existe una
causa unica, se han relacionado diferentes factores, como el uso de pesticidas y
las infecciones de diversos patégenos. Diferentes estudios han determinado que Ia
microbiota bacteriana intestinal benéfica tiene directa relacién con la salud general
de A. mellifera y su colonia. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar
molecularmente especies de bacterias lacticas presentes en el intestino de abejas
meliferas colectadas en el sur de Chile. Mediante PCR con partidores especificos
y secuenciacion se demostré que la bacteria lactica mas predominante en abejas
colectadas en la Region de los Rios fue Lactobacillus kunkeei (81,9 %) y en la
Region de los Lagos fue Bifidobacterium asteroides (53,7 %). A través de la huella
genética, se determind una amplia diversidad genética entre cepas de las
especies anteriormente nombradas. Ademas, se identificaron otras bacterias
lacticas presentes en el intestino de las abejas, como: Weissella bombi,
Lactobacillus helsingbongensis, Lactobacillus panisapiumy Lactococcus lactis.

SUMMARY
The decrease of colonies and death of Apis mellifera L. worldwide, is a worrying



issue, since honey bees are considered as one of the most important insects for
humankind and the ecosystem, due to their fundamental role in pollination. This
sudden disappearance of worker bees is called the Colony Collapse Disorder
(CCD). Although there is no single cause, different factors have been related to it,
such as the use of pesticides and infections of various pathogens. Different studies
have determined that the beneficial intestinal bacterial microbiota is directly related
to the general health of A. mellifera and its colony. The objective of this study was
to molecularly characterize species of lactic bacteria present in the intestine of
honey bees collected in southern Chile. Using PCR with specific primers and
sequencing, it was shown that the lactic bacteria most prevalent in bees collected
in Los Rios Region was Lactobacillus kunkeei (81.9 %) and in Los Lagos Region
was Bifidobacterium asteroides (53.7 %). Through the genetic fingerprint, a wide
genetic diversity was determined between strains of the previously named species.
In addition, other lactic bacteria present in the bees' intestines were identified, such
as: Weissella bombi, Lactobacillus helsingbongensis, Lactobacillus panisapium
and Lactococcus lactis.

INTRODUCCION
Apis mellifera L., es la abeja melifera mas comun, pertenece al orden de insectos
Hymenoptera que incluye miles de especies de abejas, avispas, abejorros,
hormigas y otras especies. Es nativa de la zona tropical de Africa y ha sido
globalmente distribuida debido a su buen habito de pecoreo, facil manejo y su
servicio como insecto polinizador en su habitat. Sin embargo, también son
esenciales para la produccién de numerosos cultivos en sistemas agricolas,
ademas de la produccion de miel y extraccion de productos y subproductos
meliferos (Calderone, 2012; Spivak ef al.,2011; Morse y Calderone, 2000). Debido
a su rol de insecto polinizador y su relevante papel ecolégico, se le ha considerado
de gran importancia para la humanidad (Gallai et al., 2009).

La polinizaciéon es un proceso importante para la reproduccion sexual de la
mayoria de las plantas para dar origen a frutos y semillas (Aguilar et al., 2006).
Alrededor del 80 % de la polinizacién se realiza por las abejas meliferas y el

porcentaje restante se poliniza a través del viento y otros himendpteros,
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especialmente abejorros (Alins, 1980). Se ha estimado que 70 de los 107 cultivos
mas importantes para la dieta humana son estrictamente dependientes de Ia
polinizacién animal, siendo las abejas las especies econémicamente méas valiosas
(Klein et al., 2007). Recientes estudios revelan la disminucién de insectos
polinizadores en el mundo, principalmente de las abejas meliferas y de abejorros
(Gallai et al., 2009; Verde, 2011). En efecto, durante los Ultimos afios se han
observado pérdidas inexplicables de colonias de A. mellifera en los Estados
Unidos, cuyos apicultores perdieron aproximadamente el 30 % de sus colonias en
la temporada 2010 - 2011 (VanEngelsdorp ef al., 2012). A esta manifestacién se le
denomind sindrome del colapso de la colonia (CCD) ya que el principal rasgo fue
la desaparicion repentina de las abejas obreras adultas (VanEngelsdorp et al.,
2009). Esta rapida disminucién de las poblaciones mundiales de abejas meliferas
podria tener efectos significativos para los sistemas ecoldgicos, la economia y la
seguridad alimentaria (Klein ef al., 2007).

En Chile, la actividad apicola se desarrolla en todo el pais, excepto en las
regiones mas australes (Velis et al., 2009), y aun cuando no se ha descrito el
CCD, si se han observado eventos de muerte masiva de abejas en algunas
regiones del pais (Rodriguez et al., 2012).

Aunque aun no se ha identificado una causa Unica del colapso de las abejas
meliferas, se ha demostrado que los pesticidas y los patégenos tienen un efecto
subletal (Klein et al., 2007) y se ha sugerido que existe una interaccién entre
agentes patdgenos y otros factores de estrés que estarian involucrados en este
sindrome tales como la pérdida y fragmentacién de habitat, el uso de
agroquimicos, la introduccion de especies exoticas y el cambio climatico
(VanEngelsdorp et al., 2009; Potts et al., 2010), lo cual conlleva un aumento en el
interés por estudiar las relaciones entre las abejas y sus patégenos (Araneda et
al., 2015).

Las abejas meliferas son afectadas por diversos patégenos, lo cual incluye
enfermedades causadas por bacterias, virus, hongos y ectoparéasitos (Higes et al.
2008; Klein et al., 2007, Schwarz et al., 2015). Pero al igual que todos los

animales, estas poseen defensas mecanicas, fisiolégicas e inmunolégicas contra
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los agentes patégenos (Schmid et al., 2008: Evans y Spivak, 2010; Schwarz et al.,
2015). Las barreras mecanicas incluyen la cuticula y las capas epiteliales del
insecto, que evitan que los patégenos se adhieran o entren al cuerpo, las defensas
fisiologicas incluyen cambios de pH y otras condiciones quimicas del intestino del
insecto, mientras que las inmunolégicas incluyen proteinas que reconocen los
parasitos, proteinas que actlian en respuesta a los estimulos (Evans y Spivak,
2010). Sin embargo, estos mecanismos a menudo no son suficientes para superar
las infecciones por patégenos y parasitos, por lo que los apicultores con frecuencia
aplican diferentes productos antibitticos o acaricidas para prevenir o controlarlas
(Schwarz et al., 2015). Sin embargo, estos pueden causar un desequilibrio en la
flora intestinal, afectando el metabolismo de las abejas Yy su respuesta inmune
(Evans y Spivak, 2010).

Apis mellifera presenta una amplia gama de microbiota intestinal bacteriana
que participan en procesos de digestion, nutricion, inmunidad y puede tener
directa relacion con la salud general de las abejas y su colonia, pero se conoce
poco sobre la biologia de los simbiontes intestinales (Engel et al., 2013). En
particular, se han identificado lactobacterias (bacterias productoras de &cido
lactico, BAL) presentes en el intestino de las abejas (Audisio et al., 2011), con
capacidad antimicrobial y estimuladoras del sistema inmune, que previenen o
reducen considerablemente las infecciones por patégenos (Olofsson y Vasquez,
2008; Forsgren et al., 2010). Con relacién a estas caracteristicas, las BAL son
recientemente evaluadas como agentes probidticos en A. mellifera (Arredondo et
al., 2018; Corby-Harris et al., 2014; Evans y Spivak, 2010). Se han realizado
mudltiples intentos para identificar y caracterizar las bacterias pertenecientes a la

microbiota intestinal que se pueden utilizar como probiéticos (Alberoni et al.,
2016).

Las abejas y las bacterias formadoras de acido lactico han evolucionado en
mutua dependencia, dejando a las abejas y a su miel protegidas de los
microorganismos no deseados (Vasquez ef al., 2009). Los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, se consideran especies bacterianas favorables, son cominmente

encontradas en individuos sanos y confieren beneficios para la salud en el



hospedero (Olofsson y Vasquez, 2008). Por ejemplo, estudios han demostrado
que la administracion de diferentes especies de Lactobacillus y Bifidobacterium en
larvas infectadas con Loque americano (Paenibacillus larvae), han reducido
significativamente la mortalidad por esta bacteria (Forsgren et al., 2010), y en
investigaciones maéas recientes, la aplicacion de Lactobacillus kunkeei como
probidtico, ha demostrado una reduccién en la carga de Nosema ceranae de
abejas meliferas adultas (Arredondo et al., 2018) y esta misma especie resulté ser
la mas eficiente controlando el loque europeo (Melissococcus plutonius) (Endo y
Salminen, 2013).

Dado los antecedentes presentados, el objetivo de esta investigacion fue,
caracterizar molecu!armente especies de bacterias lacticas aisladas del intestino

de abejas colectadas en el sur de Chile.

MATERIALES Y METODOS

Antecedentes generales

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Virologia y Sanidad Apicola del
Departamento de Produccion Vegetal de la Facultad de Agronomia, Universidad
de Concepcién, Campus Chillan, Chile.

Colecta de abejas

La colecta de abejas se realiz6 en abril del 2017, en 15 apiarios ubicados en el sur
de Chile, 8 apicultores de la Regién de los Rios y 7 de la Regién de los Lagos,
donde se muestrearon 3 colmenas de cada apicultor seleccionadas al azar. Se
colectaron al menos 50 abejas pecoreadoras por colmena, las cuales se
dispusieron en envases con ventilaciéon y fueron trasladadas al laboratorio de
Virologia de la Universidad de Concepcién.

Aislacion y seleccion de colonias bacterianas

A 50 abejas de cada muestra se le extrajeron los intestinos y se maceraron en
morteros esteriles agregando 2 mL de PBS. Luego se realizaron diluciones de
102, 10 y 10, y una alicuota fue sembrada por arrastre, es decir, distribuida
homogéneamente en la superficie del medio MRS con CaCO; (1 %) (medio
semiselectivos para Lactobacillus) y en medio MRS con L-cisteina (0,05 %) (medio
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semiselectivo para Bifidobacterium), utilizando una pipeta Pasteur adaptada como
rastrillo. Las placas se dispusieron en camara de anaerobiosis y se dejaron
incubando por 48 h a 30 °C.

En el medio MRS con CaCO; se seleccionaron todas las colonias que
formaron el halo caracteristico para las lactobacterias y en el medio MRS con
L-cysteina se tomaron las colonias bacterianas que poseian diferentes
caracteristicas morfolégicas, como tamafio, forma, color y desarrollo de la colonia.
Las colonias seleccionadas fueron sembradas en cuadrantes en sus respectivos
medios y se colocaron en la camara de incubacién por al menos 48 h a 30 °C (en
condicion aerébica). Transcurrido este tiempo se tomé cada colonia pura y se
sembr6 en caldo MRS con CaCOs; o caldo MRS con L-cysteina segun
corresponda, dejandose en agitacién por 48 h a 30 °C. Luego se tomé una
alicuota para ser criopreservada en glicerol al 80 %.

Las bacterias criopreservadas fueron activadas en medio MRS y se les realizé
la prueba gram y actividad catalasa. Se seleccionaron aquellas bacterias gram
positivas y catalasa negativas (Olofsson y Vasquez, 2008).

Preparacion de células para PCR

Los cultivos puros obtenidos en la etapa de aislamiento y seleccion, dispuestos en
tubos Eppendorf de 1,5 mL, fueron lavados en agua ultrapura y centrifugado (10
min a 3.000 rpm) 2 veces y el ultimo precipitado fue resuspendido en 30 pL de
agua ultrapura. Las células se sometieron a un shock de temperatura, primero se
pusieron a -80 °C por 10 min y rapidamente se llevo a 99 °C.

Identificacion de cepas bacterianas
Con las células obtenidas del procedimiento anterior se llevo a cabo la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR del inglés Polymerase Chain Reaction).
Tomando en cuenta que las bacterias mas frecuentes en el intestino de las abejas
son Lactobacillus kunkeei y Bifidobacterium asteroides (Tajabadi et al., 2011;
Vasquez et al, 2009), se emplearon partidores especificos (Arismendi, sin
publicar), para determinar si las colonias aisladas pertenecen a estas especies.
Las PCR con partidores especificos fueron llevadas a cabo en un
termociclador MultiGene™ Gradient Thermal Cycler, Labnet International Inc.,



Woodbridge, NJ, USA. Para esto, se prepar6 en tubos PCR una mezcla que
contenia 2 pL de preparado celular, 2,5 pL de solucién tampén (10x), 1,0 pL de
Cloruro de magnesio (MgCl,, 50 mM), 0,2 pL de Taq Polimerasa (5U/uL;
Invotrogen™,  Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1,0 pL de
Desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs, 2,5 mM), 17,5 uL de agua ultrapura y por
ultimo 0,5 uL de cada partidor especifico (10 UM) para cada especie (Arismendi,
sin publicar) (Tabla 1).

Tabla 1. Partidores especificos utilizados para identificaciéon de especies de
bacterias lacticas.

Partidores Secuencia (5'-3) Tamanio Especies
) - (pb)

LactKun3F GAGGAAGTGCAGTGGAAACTACA 222 Lactobacillus
kunkeei

Lactkun3BR CGGAAACCCTCCAACACCTAGTAT 222 Lactobacillus
kunkeei

Bast-F AAGCTTGCTTGCTTGGCGGTGAGA 151 Bifidobacterium
asteroides

Bast-R CATCCCATGCCGGTAAACCCTTTC 151 Bifidobacterium
asteroides

Las amplificaciones se IIeQaron a cabo realizando una desnaturalizacién inicial a
95 °C durante 7 min, seguido de 1 min a 94 °C, continuando con el alineamiento
de los partidores a 52 °C durante 1 min, extensién a 72 °C durante 8 minutos y una
elongacion final a 72 °C por 16 min.

Los productos obtenidos de la PCR se analizaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1 % (p/v) con 0,04 pL/mL de tincién de acido nucleico Gel Red™
(Biotium Inc., Hayward, CA, EE.UU.) en un tampén TAE a 80 V durante 45 min.
Los amplicones se observaron y fotografiaron en un transiluminador de luz UV.

Para aquellas muestras en las cuales se observé una banda del tamario
esperado y que fueron identificadas como pertenecientes a alguna de las especies
mencionadas, se les hizo pruebas de huella genética mediante el BOX PCR. En
aquellas muestras en las que no se observé un amplicon se realizé una PCR con
partidores universales FD1 5-AGA GTT TGA TCC TGG -3’ y RP2 5- ACG GCT
ACC TTG TTA -3’ (Weisburg et al. 1991) mediante analisis del gen ribosomal
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ARNr 16S y se enviaron a secuenciar a la empresa de secuenciacién Macrogen
Inc, Korea. Los cromatogramas de las secuencias obtenidas fueron ensamblados
y corregido con el programa Chromas, luego fueron comparadas e identificadas
con la base de datos en el GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).
Diversidad genética
Para identificar los aislados a nivel de cepa se utilizé la técnica molecular de BOX
PCR usando el partidor BOX A1R 5'- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3'
(Versalovic et al., 1994) como partidor de acuerdo con la metodologia utilizada por
Guifiazti et al. (2013).

La mezcla de reactivos para PCR para un volumen final de 25 uL se preparé
en tubos PCR con 2 pL de preparado celular, 2,5 pL de solucién tampén (10x), 1,0
L de Cloruro de magnesio (MgClz, 50 mM), 0,3 pL de Taq Polimerasa (1U), 2,0
HL de Desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTPs, 2,5 mM), 12,2 uL de agua
ultrapura, 5,0 uL de Box A1R.

Las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando una desnaturalizacién inicial
a 95 °C durante 7 min, seguido de 1 min a 94 °C, el alineamiento del partidor a 52
°C durante 1 min, extensién a 72 °C durante 8 min y una elongacién final a 72 °C
por 16 min.

Los productos obtenidos de la PCR se analizaron por electroforesis. Se
prepararon 100 mL de gel de agarosa al 2 % (p/v) en una solucién tampén TAE
(1X) con 6,0 pL de SYBR Safe DNA gel stain 10000X, que se solidifico en un
molde para electroforesis. En cada celdilla se depositaron 3 UL de buffer de carga
(Blue Juice (10X)) y 20 L 'de cada muestra resultado de la PCR, dejando libre un
espacio al inicio y otro al final de las muestras para poner 5 uL de marcador de
peso en cada uno. La electroforesis se desarrollé a una potencia de 70 V y a 54
mA por 3 %2 h. La visualizacion de las bandas se hizo mediante un transiluminador
UV conectado a una cadmara digital. Para identificar cepas Unicas y descartar
copias identicas, se analizo los patrones de bandas obtenidos y se construy6 una
matriz binaria indicando ausencia o presencia de bandas a cada tamafio de
fragmento usando el software AFLP-SURV (Vekemans, 2002), luego se analiz6 la



distancia genética utilizando el método del vecino mas cercano en el software
PHYLIP (the Phylogeny Inference Package) el cual es un paquete de programas
para inferir filogenias (Felsenstein, 2014), finalmente se utilizo el programa MEGA
5.2. para la construccion de los cladogramas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y seleccion de colonias bacterianas

Se aislaron 255 bacterias desde el intestino de abejas colectadas en el sur de
Chile, 151 bacterias de la Region de Los Rios y 104 de la Region de Los Lagos.
De las 255 bacterias aisladas, 183 cumplieron con las caracteristicas de ser gram
positiva y catalasa negativa. Estas caracteristicas determinan que fueron bacterias
productoras de &cido lactico (Olofsson y Vasquez, 2008). Mediante las PCR con
partidores especificos se determind que los géneros mas prevalentes entre las
183 bacterias fueron Lactobacillus y Bifidobacterium (Figura 1).

Figura 1. Prevalencia de géneros de bacterias lacticas identificadas en el intestino
de A. mellifera del sur de Chile (n=183).
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Los géneros de las bacterias encontradas en el intestino de abejas del sur de
Chile concuerdan con los resultados de estudios realizados por diferentes autores
(Moran et al., 2012; Olofsson and Vasquez, 2008: Tajabadi et al., 2011; Vasquez
et al., 2009). Se determin6 que Lactobacillus es el género mas predominante en
los intestinos de las abejas analizadas (n=95/183) (Figura 1). Esto coincide con los
estudios de Moran (2012), que ha estimado que Lactobacillus es el grupo mas
abundante en el intestino de la abeja y que alcanza entre un 20 a 99 % del total de
las bacterias en el intestino de abejas obreras. Bifidobacterium fue el segundo
género en mayor abundancia, los resultados muestran que este género
corresponde al 29,5 % (n=54/183) del total de las lactobacterias analizadas en
abejas del sur de Chile. Sin embargo, Moran (2012) ha estimado que comprende
hasta el 15 % de las bacterias intestinales.

En la Figura 2, se puede observar que Lactobacillus estad presente en el
81,9 % de las muestras provenientes de la Regién de Los Rios yenel 43,9 % de
las muestras de la Regién de Los Lagos. Bifidobacterium, en cambio, se detectd
en 13,9 % de las muestras de la Region de los Rios y en 53,7 % en la Regién de

Los Lagos.

Figura 2. Prevalencia de géneros de bacterias lacticas identificadas en el intestino
de A. mellifera de la Regi6én de Los Rios y de los Lagos, analizadas segun el total

de cada regién (n=154).
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Cuatro aislados bacterianos fueron identificados en el género Weissella, 2 aislados
provenientes de la Regién de Los Rios y 2 de la Regién de Los Lagos. Weissella
es un geénero que ha demostrado que estimula la respuesta del sistema
inmunoldgico de las abejas (Yoshiyama, 2013) y algunas especies de este género
han sido aisladas de diversas fuentes, como jugo de zanahoria, cafia de az(car,
aguas residuales y leche (Koort et al., 2006). Por otra parte, Lactococcus fue el
género con menor prevalencia y sélo representa el 0,55 % (n=1/183) de las
bacterias identificadas en la Regién de Los Rios (Figura 2). Algunas de las
especies de este género han sido investigadas por sus efectos antibiéticos y su
efectividad en el control de loque americano (Paenibacillus larvae) (Janashia et al.,
2016).

Al realizar el andlisis para identificar las bacterias a nivel de especies se
identificaron 6 especies de bacterias generadoras de acido lactico de las 183

bacterias analizadas, las que se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Prevalencia de especies de bacterias lacticas en el intestino de A.
mellifera del sur de Chile, analizados por region.

Especies |dentificadas Los Rios (%) (n=72) Los Lagos (%) (n=82)
Lactobacillus kunkeei , 81,9 40,2
Bifidobacterium asteroides 13,9 53,7
Weissella bombi 2.8 2,4
L. helsingbongensis 0,0 2,4
L. panisapium 0,0 1.2
Lactococcus lactis 1,4 0,0

Las especies que mas predominan son Lactobacillus kunkeei y Bifidobacterium
asteroides (Tabla 2). Las especies encontradas coinciden con los estudios
realizados por distintos autores, los cuales muestran similitud en las bacterias
lacticas mas frecuentes (Olofsson y Vasquez, 2008; Tajabadi et al., 2011; Vasquez
et al., 2009).

Lactobacillus kunkeei es la especie que mas prevalece en intestinos de las
abejas colectadas en el sur de Chile, representando un 58,4 % en la Regién de

Los Rios y 40,2 % en la Regién de Los Lagos. Esta bacteria se ha encontrado en
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abejas meliferas, larvas, miel fresca y polen de abeja (Endo y Salminen, 2013),
como también se ha aislado desde flores (Neveling et al., 2012) y vino (Edwards et
al., 1998), lo que sugiere que pueden tener otros habitats naturales fuera del
intestino de la abeja (McFrederick et al., 2012). Ademas, ha sido eficiente en el
control del Loque europeo (Melissococcus plutonius) (Endo y Salminen, 2013).
Otras especies de este genero fueron encontradas en muestras de la Regién de
los Lagos, L. helsingbongensis y L. panisapium con prevalencia de 2,44 % vy
1,22 %, respectivamente. Olofsson y Vasquez (2008) han encontrado variadas
especies pertenecientes a este mismo género, como L. kunkeei, L. buchneri, L.
acidophilus, L. vermiform y Lactobacillus sp., lo que sugiere que existe una amplia
diversidad de especies de este género asociada a la microbiota intestinal de las

abejas meliferas.

Por otra parte, Bifidobacterium asteroides fue detectada en un 9,9 % en abejas
provenientes de la Regiéon de Los Rios y 53,6 % en abejas de la Region de Los
Lagos.

Bifidobacterium asteroides es una bacteria aerébica facultativa (Bottacini et al.,
2012), debido a esto y a las técnicas de aislacion utilizada en el presente estudio
esta es la Unica especie de Bifidobacterium que podria haber crecido en el medio
de cultivo. Cabe destacar que existen mas de 30 especies reconocidas dentro del
género Bifidobacterium (Masco et al., 2003) y en el intestino de las abejas se han
detectado B. coryneforme, B. indicum, B. actinocoloniforme y B. bohemicum, pero
estas son anaerdbicas estrictas (Bottacini et al., 2012), por lo tanto, no podrian
haber sido detectadas en este estudio.

En el presente estudio las abejas fueron colectadas en otoiio, por lo cual, la
microbiota detectada podria variar si la colecta fuera realizada en otra estacion del
afno, ya que estudios revelan que la cantidad y la diversidad de microbiota
benéfica (LAB) detectable es estacional y dependiente de la fuente y la cantidad
de néctar (Tajabadi et al, 2011b; Vasquez et al., 2009). Autores afirman que
durante los meses de verano L. kunkeei es la bacteria mas frecuente en el
intestino de las abejas (Mc Frederick et al., 2014, Corby Harris et al., 2014).

Diversidad genética
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Se utilizé la técnica de BOX-PCR para mostrar la diversidad genética entre las
cepas y descartar copias idénticas. Se utilizaron 172 aislados, los cuales fueron
agrupados segun especie y analizados al azar en 8 cladogramas generados con
los programas AFLP-SURV y PHYLIP.

Figura 3. Cladograma de las relaciones genéticas entre aislados bacterianos de
Lactobacillus kunkeei de la Regién de Los Lagos, de acuerdo al producto de BOX-
PCR con el partidor BOXA1R.

0.1

De las 121 bacterias Lactobacillus kunkeei analizadas se determind la existencia
de 106 cepas diferentes, es decir, 15 cepas idénticas fueron descartadas. En este
sentido, en el cladograma construido en base a las huellas genéticas y la matriz
binaria (Figura 3) se pueden observar 16 de los aislados de L. kunkeei, donde 14
fueron genéticamente Unicos, correspondiendo a cepas genéticamente distintas.
El cladograma posee dos brazos principales, donde el primero contiene a la
mayoria de los aislados (8.2R,52R,83R,84R,34R,53R,55R,56R, 2.7
R,54R,57R, 3.1R, 28R, 2.3R)y el segundo posee a las muestras 8.5 Ry 8.7
R, que tienen una distancia genética del 40 % respecto al resto. Las muestras 5.5
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Ry 5.6 R fueron genéticamente idénticas entre si, debido a esto se descarté una
de las dos. También se puede observar que la muestra 5.3 R posee una distancia
genética del 10 % de las muestras nombradas anteriormente.

Asenjo et al. (2016) sugieren que existe un alto grado de variabilidad genética
ente cepas de L. kunkeei e indican que la versatilidad, lo cual le otorga una mayor
versatibilidad y la habilidad de sobrevivir en diferentes nichos ecoldgico (intestinos
de abejas, flores, frutos, entre otros).

En anélisis por BOX-PCR de Bifidobacterium asteroides se analizaron 51
bacterias y los resultaron mostraron la existencia de 42 cepas diferentes, es decir,

9 cepas idénticas fueron descartadas.

Figura 4. Cladograma de las relaciones genéticas entre aislados bacterianos de
Bifidobacterium asteroides, de acuerdo al producto de BOX-PCR con el partidor
BOXA1R.
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El cladograma presentado en la Figura 4, muestra la huella genética de 17
aislados bacterianos pertenecientes a la especie Bifidobacterium asteroides,
donde se observa que el aislado 3.8 R es idéntico al aislado 24.5 R. Ademas se
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puede ver que existen tres brazos principales, el primero contiene la mayoria de
los aislados (2.3 L,6.4R,25L,41R,27L, 3.2L, 24.3 R,38R,245R,65R,
45L,35R,44R, 241 R), el segundo brazo contiene las muestras 3.7 Ly38L
que poseen una distancia genética del 39 % entre si y 45 % respecto a las
muestras del primer brazo. Asi mismo, se puede ver en el Gltimo brazo al aislado
4.1 L, que tiene una distancia genética del 50 % con respecto las demas muestras.

El presente estudio demostré que existe una variedad genética en la mayoria
de las cepas, evidenciando una gran diversidad genética dentro de la misma
especie.

Las cepas diferenciadas fueron ingresadas a la coleccién bacteriana de la
Facultad de Agronomia, para los siguientes estudios relacionados al proyecto en

curso.

CONCLUSIONES

1. Existen diversas Lacto'.bacterias en el intestino de las abejas meliferas del sur
de Chile.

2. Los géneros méas prevalentes en el intestino de las abejas del sur de Chile
fueron Lactobacillus y Bifidobacterium.

3. La especie mas prevalente en el intestino de las abejas de la Regi6n de los
Rios es Lactobacillus kunkeei y en la Region de Los Lagos fue Bifidobacterium
asteroides.

4. Existe una amplia diversidad genética en las especies Lactobacillus kunkeeiy
Bifidobacterium asteroides, aisladas del intestino de Apis mellifera en el sur de

Chile.
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