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CONSORCIOS BACTERIANOS PROVENIENTES DE ABEJAS MELIFERAS
PARA EL CONTROL DE DWV Y Nosema ceranae

BACTERIAL CONSORTIA FROM HONEY BEES FOR THE CONTROL OF DWV

AND Nosema ceranae

Palabras indice adicionales: Apis mellifera, bacterias lacticas, Lactobacillus

kunkeei, Bifidobacterium asteroides, Weissella bombi.

RESUMEN

El virus de las alas deformadas (DWV) y Nosema ceranae son patdégenos
predominantes en Apis mellifera. Estos, debilitan su sistema inmune y alteran la
produccion de péptidos antimicrobianos. La flora intestinal de la abeja representa
un nicho de lactobacterias, las que favorecen al agente hospedante. Dado esto, el
objetivo de la presente investigacion fue estudiar el uso de consorcios bacterianos
provenientes de abejas meliferas para el control de DWV y Nosema ceranae. Para
esto, tres consorcios conformados por lactobacterias (N°3, 6 y 11), aisladas desde
el intestino de Apis mellifera, provenientes de las localidades de Los Lagos, Los
Rios — Los Lagos, y Biobio, respectivamente, fueron suministrados mediante
ingesta a las abejas. Se evalud la supervivencia, carga parasitaria y expresion de
péptidos antimicrobianos (AMPs, abaecina y defensina) en abejas infectadas con
N. ceranae, inoculadas con DWV, co-infectadas con ambos patégenos y en abejas
sanas (control). Los resultados muestran que la sobrevivencia de las abejas es
dependiente del consorcio y el estado sanitario. El consorcio 6 redujo
significativamente la carga de Nosema ceranae y DWV, incluso en co-infecciones y

aumento la expresién del péptido defensina en abejas infectadas con N. ceranae.

SUMARY

Deformed wing virus and Nosema ceranae are two predominant pathogens in Apis
mellifera that weaken the bees immune system an hinder the production of a
antimicrobial peptides. The Honey bee’s gut flora constitutes a niche for



lactobacteria, and these microbial populations often benefit the host organism. In
this study, three bacterial consortia (N°3, 6 and 11), isolated from Apis mellifera
specimens collected in Los Lagos, Los Rios — Los Lagos, and Biobio, respectively,
were evaluated. Variables such as survival, parasite load, and expression of
antimicrobial peptides (AMPs, Abaecin and Defensin) were analyzed in bees
infected with Nosema ceranae, inoculated with DWV, co-infected with both
pathogens, and in healthy (control) bees. The results show thath inoculation with
bacterial consortia can positively or negatively affect the survival of Apis mellifera,
depending on the strains used and the bees health status. Consortium 6 significantly
reduced the load of Nosema ceranae and DWYV, even in co-infected bees. No effect
was observe don the expression of the abaecin gene, but defensin expression

increased in bees infected with N. ceranae.

INTRODUCCION

La abeja melifera (Apis mellifera L.) es un himendptero reconocido por la
produccion de miel, polen, jalea real, propdleo y cera, ademas de su rol en la
polinizacion (lwasa et al., 2004). La polinizacion entomdfila es esencial para la
diversidad genética vegetal y la agricultura, beneficiando a cerca de 87 de 115
especies cultivadas mas relevantes (Klein et al., 2007), cuya demanda sigue en
aumento a nivel global (Venturini et al., 2017).

La apicultura se practica mundialmente tanto para la obtenciéon de miel como
por su funcidon polinizadora. En 2023, las exportaciones apicolas chilenas
alcanzaron USD 17,27 millones FOB, correspondiendo un 97,5 % a mieles
naturales y organicas (lturra, 2023). En Chile, la actividad esta presente en
todas las regiones, destacando Maule, O’Higgins y Metropolitana como las de
mayor concentraciéon de colmenas (Boletin apicola, 2024). Segun el mismo
boletin, existen 11.583 apicultores y 1.533.405 colmenas; en 2023 la miel
representd un 98 % de la produccién total, seguida por la polinizacion con un
25,2 %.

Diversos estudios advierten una disminucion global de las abejas, atribuida
a la intensificacion agricola y la simplificacién del paisaje (Kremen y M’Gonigle,



2015; Potts et al., 2010). A ello se suma el Sindrome del Colapso de las
Colmenas (CCD, Colony Collapse Disorder), descrito en 2007, caracterizado
por el despoblamiento masivo de abejas adultas (Cox-Foster et al., 2007).
Aungue sus causas no se comprenden completamente, se asocia a varios
patdgenos, entre ellos Varroa destructor, Nosema ceranae (Evans y Schwarz,
2011; Genersch, 2010) y el Virus de las Alas Deformadas (DWV) (Reybroeck et
al., 2012), este ultimo estrechamente vinculado a V. destructor (Martin et al.,
2012).

La nosemosis, una de las enfermedades mas difundidas a nivel mundial, es
causada por los microsporidios intracelulares Nosema apis y Nosema ceranae
(Klee et al., 2007; Sinpoo et al., 2018). Inicialmente, N. apis era la unica especie
que parasitaba a A. mellifera, mientras que N. ceranae afectaba a A. cerana.
Sin embargo, Huang et al. (2007) detectaron N. ceranae en colonias de A.
mellifera en Taiwan, volviéndose mas frecuente que N. apis (Klee et al., 2007).

La transmisién ocurre principalmente por via oral-fecal, cuando abejas
sanas ingieren esporas al consumir alimentos contaminados o limpiar material
fecal infectado. Estas esporas invaden las células epiteliales del intestino medio
mediante un filamento polar que introduce el material infeccioso, generando
nuevas esporas (Chen et al., 2008; Reybroeck et al., 2012). Entre los efectos
de la infeccidn se encuentran la reduccion de la longevidad (Aufauvre et al.,
2014), mayor susceptibilidad a otros patégenos e inmunodepresion (Antunez et
al., 2009), dano intestinal y estrés energético (Li et al., 2018), provocando
despoblacion y colapso de la colonia (Higes et al., 2009). En Chile, N. ceranae
fue detectada por primera vez en 2009, tras la denuncia de mortalidad de
colmenas en Hualqui, Regién del Biobio (Fuentealba y Linero, 2010)

Otros patégenos asociados a la disminucién de abejas son los virus
(Teixeira et al., 2008). EI DWV (Deformed Wing Virus), de la familia Iflaviridae,
es uno de los virus mas prevalentes en A. mellifera y se asocia frecuentemente
a colmenas infestadas con V. destructor, que actua como su vector (Carreck et
al., 2010). Este virus se ha transformado en el patégeno viral mas extendido y
peligroso para las colmenas a nivel mundial (Martin y Brettell, 2019). Infecta



larvas, pupas y abejas adultas (Chen et al., 2004), desarrollandose lentamente
hasta la etapa adulta (Bailey y Ball, 1991). Puede transmitirse verticalmente
(madre a crias) u horizontalmente mediante alimentos contaminados o vectores
(Chen et al., 2006). Las abejas enfermas presentan alas deformadas, abdomen
corto, coloracion alterada, menor capacidad de vuelo y muerte prematura (Yue
y Genersch, 2005).

En Chile, Rodriguez et al. (2012) reportaron por primera vez la presencia de
DWYV en apiarios de Curepto (Regién del Maule). Posteriormente, Barriga et al.
(2012) lo detectaron en Valparaiso y Metropolitana, y Vargas et al. (2017)
confirmaron su presencia entre la Region Metropolitana y La Araucania.

El tracto gastrointestinal (G/T, Gastrointestinal Tract) de las abejas adultas
se compone de cuatro compartimentos: buche, intestino medio, ileon y recto
(Rangberg et al., 2015). Cada seccidén posee condiciones particulares que
favorecen distintos microorganismos, lo que genera una distribucién desigual
del microbiota (Martinson et al., 2012).

La microbiota normal de A. mellifera incluye bacterias gram positivas,
negativas (Moran, 2015), variables (Erler et al., 2018) y levaduras (Ptaszynska
et al., 2016). Estas participan en la descomposicion del polen, degradacion de
compuestos toxicos (Engel et al., 2012; Lee et al., 2015), sintesis de vitaminas
y estimulacion del sistema inmune, impidiendo la colonizacion de patégenos
(Dillon y Dillon, 2004).

Entre esta microbiota destacan las bacterias acido lacticas (LAB, Lactic Acid
Bacteria), principalmente de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium
(Olofsson y Vasquez, 2008; Moran, 2015), consideradas benéficas por su
acciéon antimicrobiana —asociada a la produccion de acido lactico y
bacteriocinas (Vieco-Saiz et al., 2019)—, su capacidad inmunoestimulante
mediante la expresion de genes de péptidos antimicrobianos (Evans y Lopez,
2004) y su papel en el metabolismo de carbohidratos y fitoquimicos (Ricigliano
et al., 2017). Algunas especies de estos géneros, utilizadas como probidticos,
han demostrado reducir la carga de patégenos, aumentar la supervivencia y
fortalecer la inmunidad de las abejas (Daisley et al., 2020).



El uso de antibiéticos en apicultura altera significativamente la microbiota
intestinal, disminuyendo la supervivencia y aumentando la vulnerabilidad a
infecciones oportunistas (Raymann et al., 2017). Por esta razon, mercados
como la Uniéon Europea aplican politicas de cero tolerancias al uso de
antibidticos, impulsando Ila busqueda de alternativas basadas en
microorganismos benéficos como las bacterias lacticas.

Dado lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la
ingesta de consorcios de bacterias lacticas aisladas desde Apis mellifera sobre
su sobrevivencia, sistema inmune y respuesta frente a la infeccion del Virus de

las Alas Deformadas (DWV) y Nosema ceranae.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrollé en los laboratorios de Virologia y de Sanidad
Apicola de la Universidad de Concepcion, campus Chillan, ubicado en la Region
del Nuble, Chile.

Consorcios de lactobacterias

Los consorcios fueron conformados por bacterias lacticas (Tabla 1), aisladas
desde los intestinos de abejas meliferas, que se colectaron en apiarios
ubicados en la Region de Valparaiso/Coquimbo, Region del Biobio y Region de
Los Lagos, en el marco del proyecto FIA PYT 2017 - 0241, de nombre:
“Desarrollo de un bioestimulante probidtico para potenciar el mecanismo de
defensa de Apis mellifera frente a los patégenos DWV y Nosema ceranae y su
adaptacién al cambio climatico”.

Patégeno DWV y preparacién de inéculo

Para la inoculacion con DWV se utilizé un aislado obtenido desde abejas
infectadas con el virus. Se eligieron 10 abejas al azar, se trituraron y
homogeneizaron en una bolsa Stomacher® con 10 mL de solucion salina PBS
(1x) durante 90 s a alta velocidad en un homogeneizador (Stomacher® 80 Lab
Blender, Seward, Reino Unido). Las muestras se centrifugaron dos veces a
1500 g durante 10 minutos a 4 °C, seguido de 10.000 g durante 10 minutos a 4
°C. Se tomaron 200 uL del sobrenadante para cuantificar el titulo viral y el resto



se congeld hasta su posterior utilizacién. Para la cuantificacion se extrajo el

ARN de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por E.Z.N.A.® Total RNA
Kit (Omega Bio-Tek, EE. UU.). A partir del ARN se sintetizé6 cDNA de primera

cadena por medio de la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen™,

Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante y se conservé a -20 °C hasta su analisis por PCR en tiempo real para

la deteccidn y cuantificacion del virus.

Tabla 1. Cepas de lactobacterias en cada consorcio.

Regién Consorcio | Especie Cepa
Bifidobacterium
asteroides LR3.5
Los Rios 3 Weisella bombi LR13.5
Lactobacillus LR10.4; LR10.5; LR10.12;
kunkeei LR3.4
Bifidobacterium
Los Lagos asteroides LL6.1; LL7 .1
5 Lactobacillus
kunkeei LL13.9
Lactobacillus
Los Rios kunkeei LR17.12; LR13.34; LR20.4
Bifidobacterium
BioBio 11 asteroides BB18a; BB21b
Lactobacillus BB1a; BB18.2; BB17a;
kunkeei BB17e

Patégeno Nosema ceranae y preparacion del inéculo

Para la preparacion del in6culo de Nosema ceranae se colectaron abejas

obreras adultas desde colonias infectadas (50 abejas por colmena, 5

colmenas). Las abejas infectadas, que contenian las esporas, se transportaron

al laboratorio y se mantuvieron confinadas vivas bajo condiciones controladas




(30 °C £ 1,0; 60 % £ 3,0 RH) hasta su procesamiento. La purificacién de las
esporas y la extraccion de ADN de N. ceranae se realiz6 a partir de la
metodologia descrita por Fries et al. (1996). La identificacion se realizo
mediante duplex-PCR con partidores especificos dirigidos al gen RPB1, segun
Gisder y Genersh (2013) y los resultados se confirmaron mediante
secuenciacion (Macrogen Inc., Seoul, Korea).

Carga relativa de Nosema ceranae

Se selecciono6 el Consorcio 6 para estudiar su efecto sobre la carga relativa de N.
ceranae en A. mellifera mediante 4 tratamientos que fueron analizados en el
periodo total de evaluacién, como también, a los 5, 10 y 15 dias post- infeccién
(dpi). Se estudio la carga relativa del microsporidio en grupos de abejas inoculadas
con consorcio e infectadas con N. ceranae (Con 6 + Nc); en abejas inoculadas con
consorcio, infectadas con N. ceranae y DWV (Con 6+ Nc + DWV); en abejas co-
infectadas con N. ceranae y DWV (Nc + DWV) y, por ultimo, en abejas sélo
infectadas con N. ceranae como tratamiento control infectado (Nc).

Expresién de genes involucrados en la respuesta inmune

Se evalud, a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion, los niveles de expresion de genes
involucrados en la respuesta inmune de A. mellifera: abaecina y defensina, como
respuesta a la ingesta del consorcio 6 de bacterias lacticas. Los 8 tratamientos
evaluados consistieron en: grupos de abejas sanas inoculadas con un consorcio
de bacterias lacticas (Con 6); abejas inoculadas con consorcio e infectadas con N.
ceranae (Con 6 + Nc); abejas inoculadas con consorcio e infectadas con DWV
(Con 6 + DWV); abejas inoculadas con consorcio, y co-infectadas con N. ceranae
y DWV (Con + Nc + DWV); abejas co-infectadas con N. ceranae y DWV (Nc +
DWYV); abejas infectadas solo con N. ceranae (Nc); abejas infectadas solo con
DWV (DWYV) y, por ultimo, abejas sanas sin ningun tratamiento (Control).
Ensayos biolégicos en abejas meliferas

Inoculacion de Apis mellifera con N. ceranae. Para evaluar el efecto de la
ingesta de bacterias lacticas sobre la sobrevivencia, carga de patégenos y
expresion de genes relacionados con el sistema inmune en abejas infectadas,

se colectaron abejas recién emergidas (2 dias de edad) y se mantuvieron en



jaulas plasticas sin alimentar durante 3 horas. Cada abeja fue inoculada
individualmente con N. ceranae, en una mezcla de 5 yL que contenia 6 x 104
esporas del patdogeno en jarabe de sacarosa (60 %), de acuerdo con Porrini et
al. (2013). Las abejas que no consumieron la totalidad de la solucién
suministrada se descartaron del ensayo. Por ultimo, se dispusieron 50 abejas
inoculadas en jaulas plasticas (base: 8 cm de diametro; boca: 10 cm de
diametro; altura: 15 cm; con perforaciones para facilitar la entrada de oxigeno),
para ser evaluadas.

Inoculacion de Apis mellifera con DWV. Para evaluar la influencia de la
ingesta de bacterias lacticas en la sobrevivencia, carga de patdgenos y
expresion de genes relacionados con el sistema inmune en abejas infectadas
con DWYV, se colectaron 50 abejas jovenes de no mas de 2 dias de edad y se
mantuvieron en jaulas plasticas hasta su inoculacion. Para infectar cada abeja,
se inocularon individualmente con una suspensién del virus (1x10° copias
genoma del virus) que se dispuso en jarabe de sacarosa (50 %). Aquellas
abejas que no consumieron la totalidad de la solucion suministrada se
descartaron del ensayo. Finalmente, se tomaron 50 abejas inoculadas y se
dispusieron en jaulas plasticas para ser evaluadas.

Cada jaula plastica con 50 abejas corresponde a una unidad experimental,
en la cual se dispusieron 3 gramos de torta proteica.

Se realizaron tres bioensayos independientes, cada uno utilizando un
consorcio bacteriano diferente (ver Tabla 1). En todos los bioensayos se
aplicaron los mismos cuatro tratamientos. La diferencia entre ellos fue el
consorcio utilizado. En cada bioensayo, los tratamientos fueron: T1: Control, sin
consorcio ni patégeno, T2: Aplicacion del consorcio, T3: Aplicacién del
consorcio mas inoculacién con los patégenos Nosema ceranae y DWV, T4: Solo
inoculacion con Nosema ceranae y DWV (sin consorcio).

Las abejas muertas se contaron a diario y se extrajeron 5 individuos de las
jaulas los dias 5, 10, 15 después de la inoculacion viral. La extraccion total de
ADN y ARN de las muestras de estas abejas, especificamente del abdomen,
se realiz6 de acuerdo a Vargas et al. (2017). Se cuantificd la expresién de los



genes Apidaecina, Himenoptaecina, Defensina, Vago y Relish, todos ellos
relacionados con el sistema inmune de Apis mellifera, a través de qPCR
(basado en la quimica SYRB Green), de acuerdo al protocolo descrito por Evans
(2006). Estos genes se usaron como bioindicadores de la salud de las abejas.
Diseno experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un diseno experimental completamente al azar con 4 repeticiones y los
tratamientos a evaluar correspondieron a 4 distintas combinaciones de
consorcios bacterianos y patdégenos. La unidad experimental correspondié a un
grupo de 50 abejas meliferas confinadas en una jaula plastica. Las variables
respuesta estudiadas fueron sobrevivencia, carga relativa de patégenos y
expresion de genes relacionados con el sistema inmune de abejas meliferas.

La diferencia en la sobrevivencia de las abejas en el tiempo bajo tratamiento
fue analizada mediante una ANOVA de medidas repetidas en el tiempo y la
separacion de medias a posteriori en cada punto de medicion, fueron analizadas
mediante el test de Tukey HSD (p<0,05). En forma similar, la carga relativa de
patdégenos, como la expresion relativa de genes asociados al sistema inmune de
las abejas, fueron analizadas mediante ANOVA, seguido de una comparacion de
medias de las abejas tratadas e infectadas con respecto al control infectado (N.
ceranae o DWV) de acuerdo al test de Dunnett (p<0,05). Todos los analisis

estadisticos fueron realizados con el programa Statistica 7.0 (Statsoft)

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobrevivencia

Los datos experimentales obtenidos que denotan el efecto de los consorcios 3, 6 y
11 sobre la sobrevivencia de abejas meliferas se detallan a continuacion:
Consorcio 3. Segun los resultados en la Figura 1, entre los dias 0 y 20 post-
infeccion se mantuvo la sobrevivencia mayor al 50 % en todos los tratamientos. No
obstante, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en funcién
al tiempo de medicidn de la sobrevivencia (Tratamiento*Tiempo F = 8,63; GL = 27,
108; p <0,001). Las abejas tratadas con el consorcio y no inoculadas con los
patdégenos (N. ceranae + DWV), presentan una mayor sobrevivencia que el resto de
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tratamiento, incluso que el Control Sano (abejas no inoculadas con patégenos y no
tratadas con consorcio), a partir del dia 10 del ensayo. En cambio, las abejas
inoculadas con N. ceranae y DWV (Nc + DWV) y tratadas con el Consorcio 3
presentaron una mayor sobrevivencia que el tratamiento que incluia el
bioestimulante (Consorcio + Nc + DWV) en casi todos los dias evaluados. De esta
manera, el Consorcio 3 no mejord la sobrevivencia de las abejas inoculadas con los
patogenos.; los tratamientos Consorcio + Nc + DWV y Nc + DWV, a los 20 dpi,
mostraron una sobrevivencia de 55 % y 58 %, respectivamente.

Por otra parte, el control con bioestimulante (Consorcio) mostré una mayor

sobrevivencia (86 %), seguido del control sin inoculacién de patégenos ni consorcio
(Control), que presentd una sobrevivencia de un 72%.
Consorcio 6. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en funcion
al tiempo de medicién de la sobrevivencia para el Consorcio 6 (Tratamiento* Tiempo F =
3,65; GL =27, 108; p <0,001). Los resultados en la Figura 2 muestran que entre los dias
0 y 18 post-infeccion se mantuvo una sobrevivencia mayor al 50% en todos los
tratamientos. Respecto a los tratamientos Nc + DWV y Consorcio + Nc + DWV, no se
observé una predominancia sostenida de un tratamiento sobre otro durante todo el
ensayo, tal como muestra la Figura 2. Asi, en 8 de los 20 dias (40 % del periodo total),
el tratamiento Consorcio + Nc + DWV mostré una mayor sobrevivencia que Nc + DWV,
mientras que en 12 de los 20 dias (60 % del periodo total), este ultimo sobrepasé los
resultados de Consorcio + Nc + DWV. Al final del periodo de evaluacion, las abejas
inoculadas con el bioestimulante alcanzaron una sobrevivencia de 54 %, mientras que el
tratamiento Nc + DWV obtuvo un 46 %.

Por otro lado, durante todos los dias evaluados el tratamiento Control (sin
inoculacién de consorcio ni co-infeccidén con Nosema y DWV) presenté una mayor
sobrevivencia que Consorcio (con inoculacién de bioestimulante), presentando al
final del periodo un 73 % y 61 % de sobrevivencia, respectivamente.

Consorcio 11. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en
funcién al tiempo de medicidbn de la sobrevivencia para el Consorcio 11
(Tratamiento*Tiempo F = 6,25; GL = 27, 108; p < 0,001). Como se puede observar

en la Figura 3, entre los dias 0 y 14 post-infeccion se mantuvo una sobrevivencia
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mayor al 50% en todos los tratamientos.

Figura 1. Sobrevivencia de abejas tratadas con Consorcio 3 y co-infectadas con Nosema

ceranae y DWV en ensayos bioldgicos en condiciones controladas.
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Control: Abejas sin tratamiento (control sano). Consorcio: Abejas tratadas con un consorcio, pero no
infectadas con algun patégeno. Consorcio + Nc + DWV: Abejas tratadas con un consorcio y co-
infectadas con Nosema ceranae y virus de las alas deformadas. Nc + DWV: Abejas co-infectadas
con N. ceranae y DWV, pero que no fueron tratadas con algun consorcio. Barra sobre cada linea de
tendencia indica error estandar. El no cruce de las barras de error entre tratamiento y en cada punto
de medicion en el tiempo, indica diferencias estadisticas significativas entre tratamiento basado en
el test de Tukey HSD (p<0,05).

Por otro lado, durante todos los dias evaluados el tratamiento Control (sin
inoculacién de consorcio ni co-infeccién con Nosema y DWV) presenté una mayor
sobrevivencia que Consorcio (con inoculacién de bioestimulante), presentando al
final del periodo un 73 % y 61 % de sobrevivencia, respectivamente.

Consorcio 11. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en
funcién al tiempo de medicidbn de la sobrevivencia para el Consorcio 11
(Tratamiento*Tiempo F = 6,25; GL = 27, 108; p < 0,001). Como se puede observar
en la Figura 3, entre los dias 0 y 14 post-infeccion se mantuvo una sobrevivencia

mayor al 50% en todos los tratamientos.
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Figura 2. Sobrevivencia en abejas tratadas con el Consorcio 6 y co-infectadas con

Nosema ceranae y DWV en ensayos biolégicos en condiciones controladas.
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Dias post-infeccién

Control: Abejas sin tratamiento (control sano). Consorcio: Abejas tratadas con un consorcio, pero no
infectadas con algun patégeno. Consorcio + Nc + DWV: Abejas tratadas con un consorcio y co-
infectadas con Nosema ceranae y virus de las alas deformadas. Nc + DWV: Abejas co-infectadas
con N. ceranae y DWV, pero que no fueron tratadas con algun consorcio (control co-infectado). Barra
sobre cada linea de tendencia indica error estdndar. El no cruce de las barras de error entre
tratamiento y en cada punto de medicion en el tiempo indica diferencias estadisticas significativas
entre tratamiento basado en el test de Tukey HSD (p < 0,05).

Durante los primeros 18 dias de evaluacion, el tratamiento Consorcio + Nc + DWV
presenté una mayor sobrevivencia en comparacion con las abejas co-infectadas con
Nc + DWV, observandose el dia 12 la mayor diferencia entre ambos tratamientos
(20 %). El efecto de la co-infeccion con Nc + DWV sobre las abejas mostrd un
descenso relativamente constante de la sobrevivencia durante el ensayo, mientras
que en Consorcio + Nc + DWV se registro, a partir del dia 12, un decrecimiento mas
acelerado que el de Nc + DWV, alcanzando una cifra final de 29 % y 34 %,
respectivamente. Estos resultados muestran un efecto positivo sobre la
sobrevivencia de las abejas que fueron inoculadas con el consorcio bacteriano y
que, previamente, habian sido co-infectadas con Nosema y DWV.

Durante todo el periodo de evaluacion se registré una mayor sobrevivencia en
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los tratamientos Consorcio y Control respecto al resto de los tratamientos. En el
periodo que comprende desde el dia 2 hasta el dia 8 post-infeccién, Consorcio
mostréo una sobrevivencia mas alta que la del tratamiento Control (diferencias
menores a un 3 %), sin embargo, desde el dia 10 hasta el final del ensayo el
tratamiento Control mostré la mayor sobrevivencia (diferencias menores a un 7 %).
De esta manera, al final del periodo los tratamientos de inoculaciéon con
bioestimulante y Control llegaron a un 62 % y 69 % de sobrevivencia,

respectivamente.

Figura 3. Sobrevivencia en abejas tratadas con el Consorcio 11 y co-infectadas con
Nosema ceranae y DWV en ensayos bioldgicos en condiciones controladas.
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Dias post-infeccion

Control: Abejas sin tratamiento (control sano). Consorcio: Abejas tratadas con un consorcio, pero no
infectadas con algun patégeno. Consorcio + Nc + DWV: Abejas tratadas con un consorcio y co-
infectadas con Nosema ceranae y virus de las alas deformadas. Nc + DWV: Abejas co-infectadas
con N. ceranae y DWV, pero que no fueron tratadas con algun consorcio (control co-infectado). Barra
sobre cada linea de tendencia indica error estandar. El no cruce de las barras de error entre
tratamiento y en cada punto de medicion en el tiempo indica diferencias estadisticas significativas
entre tratamiento basado en el test de Tukey HSD (p < 0,05).

Carga relativa de N. ceranae en el periodo total de evaluacién. La carga relativa

de N. ceranae fue estandarizada con un gen endégeno (B-actina) y comparada entre
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los tratamientos. Segun el analisis estadistico (ANOVA), se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F = 5.14; gl = 3, 12; p = 0.016). Se puede observar
en la Figura 4 que, el tratamiento control infectado (Nc) y las abejas co-infectadas
con N. ceranae y DWV (Nc + DWV) presentaron mayores cargas relativas del
microsporidio (2.6 y 2.5, respectivamente), respecto a los tratamientos que
incluyeron inoculaciéon con Consorcio 6, coincidiendo con los resultados esperados.
El tratamiento que incluyd Consorcio 6 (Con 6 + Nc) arrojé una carga relativa de 1.5,
presentando diferencias estadisticas significativas respecto a Nc. Mientras que la
carga del tratamiento con inoculacion de Consorcio 6 y co-infectadas con DWV (Con

6 + Nc + DWV) fue de 2.3, sin exponer diferencias significativas con Nc.

Figura 4. Carga relativa de Nosema ceranae del periodo total de evaluacion de los
ensayos en abejas tratadas con un consorcio de lactobacterias y co-infectadas con
el virus de las alas deformadas (DWV).
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Nc: Abejas sélo infectadas con N. ceranae (control infectado), Nc + DWV: Abejas co-infectadas con
N. ceranae y virus de las alas deformadas (DWV), Con 6 + Nc: Abejas inoculadas con Consorcio 6
e infectadas con N. ceranae, Con 6 + Nc + DWV: Abejas inoculadas con Consorcio 6 y co-infectadas
con N. ceranae y virus de las alas deformadas (DWV). Asteriscos en las barras indican diferencias
estadisticas significativas con respecto al tratamiento control infectado (Nc) y basado en el test de
Dunnett (p < 0.05). Barra sobre cada grafico indica error estandar.
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Carga relativa de Nosema ceranae a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion. Los
datos analizados y graficados en la Figura 5 revelan que no existen diferencias
significativas en la carga relativa de N. ceranae entre tratamientos a los 5, 10y 15
dpi (F = 1.69; gl = 6, 24; p = 0.160), sin embargo, se observé una tendencia a una
menor carga relativa del patdégeno en los tratamientos que incluyeron inoculacion
con Consorcio 6, en comparaciéon con sus homoélogos sin la aplicacion del
bioestimulante. En particular, el tratamiento Consorcio 6 + Nc mostro valores de
carga relativa mas bajos en los tres tiempos evaluados, aunque estos no difirieron
estadisticamente de los demas tratamientos, y presentaron un aumento
relativamente constante a lo largo del periodo de evaluacién, mientras que, las
cargas relativas de N. ceranae mas altas se observaron en el tratamiento control

infectado (Nc).

Figura 5. Carga relativa de Nosema ceranae en abejas tratadas con un consorcio
de lactobacterias y co-infectadas con DWV evaluados a los 5, 10 y 15 dias post-
infeccion en condiciones controladas.
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Tratamientos

Con 6 + Nc: Abejas inoculadas con Consorcio 6 e infectadas con N. ceranae, Con 6 + Nc + DWV:
Abejas inoculadas con Consorcio 6 y co-infectadas con N. ceranae y virus de las alas deformadas
(DWV), Nc + DWV: Abejas co-infectadas con N. ceranae y virus de las alas deformadas (DWV), Nc:
Abejas solo infectadas con N. ceranae (control infectado). Barra sobre cada grafico indica error
estandar.
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Carga relativa de DWV. Se seleccioné el Consorcio 6 para estudiar su efecto sobre la
carga relativa de DWV en A. mellifera mediante 4 tratamientos que fueron analizados
en el periodo total de evaluacion, y de igual forma, a los 5, 10 y 15 dias post- infeccion.
Se estudid la carga relativa del virus en grupos de abejas inoculadas con: Consorcio
de lactobacterias 6 + DWV (Con 6 + DWV), abejas tratadas con Consorcio 6 y co-
infectadas con N. ceranae y DWV (Con 6 + DWV + Nc), abejas co-infectadas con N.
ceranae y virus de las alas deformadas (DWV + Nc) y abejas sélo infectadas con DWV
(control infectado).

Carga relativa de DWV del periodo total de evaluacion. La carga relativa de DWV
fue estandarizada con B-actina (gen enddégeno) y comparada entre los tratamientos
evaluados. Segun el analisis estadistico (ANOVA), se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos (F = 8.61; gl = 3, 12; p = 0.003). Los resultados
(Figura 6) evidencian que la adicién de Consorcio 6 en abejas infectadas con DWV y
en abejas coinfectadas con DWV + Nc produjo las menores cargas relativas del virus
(3.1 y 2.8, respectivamente), ambos exponiendo diferencias significativas con el
tratamiento control infectado (DWV) (3.8). Por otra parte, DWV (3.8) junto con DWV +
Nc (3.6) presentaron las cargas relativas mas altas, las cuales resultaron similares entre
Si.

Carga relativa de DWV a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion. Se detectaron diferencias
en la carga relativa de DWV entre tratamientos cuando se considero el tiempo como un
factor (ANOVA tratamiento x tiempo F = 2.70; gl = 6, 24; p = 0.038) medido alos 5, 10 y
15 dpi. Segun se observa en la Figura 7, el Consorcio 6 disminuyo la carga relativa de
DWV en el dia 10 en los tratamientos Con 6 + DWV y Con 6 + DWV + Nc, los cuales
mostraron diferencias estadisticas significativas con respecto al tratamiento control
infectado (DWV), asi como también con el tratamiento co-inoculado con ambos
patogenos (Nc + DWV).

Carga relativa de DWV a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion. Se detectaron
diferencias en la carga relativa de DWV entre tratamientos cuando se considero el
tiempo como un factor (ANOVA tratamiento x tiempo F = 2.70; gl = 6, 24; p = 0.038)
medido a los 5, 10 y 15 dpi.

Segun se observa en la Figura 7, el Consorcio 6 disminuyé la carga relativa de DWV
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en el dia 10 en los tratamientos Con 6 + DWV 'y Con 6 + DWV + Nc, los cuales mostraron
diferencias estadisticas significativas con respecto al tratamiento control infectado
(DWV), asi como también con el tratamiento co-inoculado con ambos patdégenos (Nc +
DWV).

Figura 6. Carga relativa del virus de las alas deformadas (DWV) del periodo total de
evaluacion de los ensayos en abejas tratadas con un consorcio 6 de lactobacterias
y co-infectadas con Nosema ceranae.
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Con 6 + DWV: Abejas inoculadas con Consorcio 6 e infectadas con DWV, Con 6 + DWV + Nc: Abejas
inoculadas con Consorcio 6 y co-infectadas con virus de las alas deformadas (DWV) y N. ceranae,
DWV + Nc: Abejas co-infectadas con virus de las alas deformadas (DWV) y N. ceranae, DWV: Abejas
so6lo infectadas con virus de las alas deformadas (control infectado). Asteriscos en las barras indican
diferencias estadisticas significativas con respecto al tratamiento control infectado (DWV) y basado
en el test de Dunnett (p < 0.05). Barra sobre cada grafico indica error estandar.

La Figura 7 muestra que el tratamiento que presenté la mayor variacion de carga
relativa entre cada dia evaluado fue Con 6 + DWV + Nc, seguido de Con 6 + DWV,
DWV + Nc vy, por ultimo, DWV. Las medias de las cargas relativas de DWV
estudiadas en el dia 5 estuvieron en un rango entre 2.6 y 3.8, en el dia 10 entre
1.5y 3.5, yeneldia 15 entre 3.3y 4.0.

En base a este resultado y de acuerdo a la metodologia utilizada en este
estudio, no se evidencid un efecto sinérgico ni antagénico entre ambos patégenos,
a pesar de que existen estudios que sugieren que DWV y N. ceranae si pueden

actuar sinérgicamente en colonias infectadas, pero que ese efecto sinérgico
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depende de la dosis y la nutricién (Zheng et al., 2015).

Figura 7. Carga relativa del virus de las alas deformadas (DWV) en abejas tratadas
con el consorcio 6 de lactobacterias y co-infectadas con DWV y Nosema ceranae,
evaluados a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion en condiciones controladas.
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Tratamientos

Con 6 + DWV: Abejas inoculadas con Consorcio 6 e infectadas con DWV, Con 6 + DWV + Nc: Abejas
inoculadas con Consorcio 6 y co-infectadas con virus de las alas deformadas (DWV) y N. ceranae,
DWV + Nc: Abejas co-infectadas con virus de las alas deformadas (DWV) y N. ceranae, DWV: Abejas
so6lo infectadas con virus de las alas deformadas (control infectado). Asteriscos en las barras indican
diferencias estadisticas significativas con respecto al tratamiento control infectado (no tratado) dentro
de cada periodo de medicion en funcién del test de Dunnett (p < 0.05). Barra sobre cada grafico
indica error estandar.

Expresion relativa del gen abaecina. En la Figura 8 se aprecia la expresion
relativa (estandarizada) del péptido antimicrobiano abaecina en abejas meliferas
infectadas y tratadas con Consorcio 6. El analisis estadistico indicd que no existen
diferencias significativas entre tratamientos cuando se consideré el tiempo como
un factor (ANOVA tratamiento x tiempo F = 0.97; gl = 14, 48; p = 0.493) medido a
los 5, 10 y 15 dias post-infeccion.

No obstante, se observé una tendencia a niveles de expresiéon mas elevados
en el gen abaecina en abejas inoculadas con Consorcio 6 y co-infectadas con N.
ceranae y DWV (Con 6 + Nc + DWV), en comparacion con otros tratamientos. De

forma paralela, se aprecié una tendencia a niveles mas bajos de expresion en
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abejas infectadas unicamente con N. ceranae o Unicamente con DWV. En general,
los datos sugieren una tendencia al incremento en la expresion de abaecina hacia

el dia 10 por infeccidn, seguida de una disminucion a los 15 dpi.

Figura 8. Expresion relativa de abaecina a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion en
abejas tratadas con consorcio 6 e infectadas con Nosema ceranae, DWV y co-
infectadas con ambos patégenos.
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Control: Abejas no tratadas, Con 6: Abejas sanas tratadas con un consorcio de lactobacterias, Con
6 + Nc: Consorcio de lactobacterias e infeccion con Nosema ceranae, Con 6 + DWV: Consorcio e
infeccion con virus de las alas deformadas (DWV), Con 6 + Nc + DWV: Consorcio y co-infeccién con
N. ceranae y DWV, Nc + DWV: Co-infeccion con N. ceranae y DWV, Nc: Infeccién con N. ceranae,
DWV: infeccién con DWV. Barra sobre cada grafico indica error estandar.

Expresion relativa del gen defensina. La Figura 9 muestra la expresion relativa del
péptido antimicrobiano defensina en A. mellifera infectadas y tratadas con Consorcio 6.
El analisis estadistico evidencio diferencias significativas entre tratamientos (F = 3.55;
gl =7, 24; p =0.009), pero no en funcion del tiempo (ANOVA tratamiento x tiempo F =
1.12; gl = 14, 48; p = 0.367) medido a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion.

Se detectaron diferencias estadisticas significativas entre Con 6 + Nc, los dias 5 y
10 post-infeccidn, con respecto al tratamiento control infectado (Nc), no obstante, no se
detectaron estas diferencias entre Con 6 + DWV y Con 6 + Nc + DWV, en comparacion

con sus homaologos no inoculados con el consorcio bacteriano.
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Los niveles de expresidbn mas altos para el gen defensina se encontraron,
mayormente, en aquellas abejas que fueron infectadas con DWV, mientras que los
niveles mas bajos se detectaron en aquellas que fueron inoculadas con el consorcio
(Con 6) y en aquellas no tratadas, como también en aquellas que fueron infectadas con
Nosema. Se puede observar una tendencia al aumento de la expresion relativa de
defensina en el dia 10 post- infeccion en cada tratamiento, seguida de una tendencia a

un nuevo incremento a los 15 dpi en 5 de los 8 tratamientos evaluados

Figura 9. Expresion relativa de defensina a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion en
abejas tratadas con Consorcio 6 e infectadas con Nosema ceranae, DWV y co-
infectadas con ambos patégenos.
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Tratamientos

Control: Abejas no tratadas, Con 6: Abejas sanas tratadas con un consorcio de lactobacterias, Con
6 + Nc: Consorcio de lactobacterias e infeccién con Nosema ceranae, Con 6 + DWV: Consorcio e
infeccion con virus de las alas deformadas (DWV), Con 6 + Nc + DWV: Consorcio y co-infeccién con
N. ceranae y DWV, Nc + DWV: Co-infeccion con N. ceranae y DWV, Nc: Infeccién con N. ceranae,
DWV: infeccidon con DWV. Asteriscos en las barras indican diferencias estadisticas significativas con
respecto al tratamiento control infectado (no tratado) dentro de cada periodo de medicién en funcion
del test de Dunnett (p < 0.05). Barra sobre cada grafico indica error estandar.

Los datos obtenidos sobre el efecto de un consorcio bacteriano en la sobrevivencia,
carga relativa de patégenos, y expresion de genes relacionados con el sistema
inmune en abejas meliferas, se utilizaron para estudios posteriores del proyecto en

curso (Proyecto FIA, PYT 2017 - 0241, de nombre: “Desarrollo de un bioestimulante
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probiodtico para potenciar el mecanismo de defensa de A. mellifera frente a los
patdogenos DWV y Nosema ceranae y su adaptacion al cambio climatico”).

Los resultados observados podrian atribuirse a efectos directos del consorcio
sobre los patdogenos mediante la produccion de compuestos (acido formico, lactico
y acético, perdxido de hidrégeno, diacetilo, benzoato, bacteriocinas), asi como a la
modulacion del sistema inmunitario, la prevencion de la adhesion de patégenos, la
competencia por nutrientes o la reduccion de toxinas en abejas sanas (Vieco-Saiz
et al., 2019).

Las propiedades antimicrobianas de L. kunkeei y B. asteroides, empleadas en
los consorcios, han sido ampliamente descritas. L. kunkeei, aislada de intestinos de
abejas, miel, polen, jalea real, pan de abeja, flores, vino y jugo de uva parcialmente
fermentado, en general de fuentes ricas en fructosa (Ceksteryté et al., 2020),
indicando que no es exclusiva de A. mellifera. Disminuye la mortalidad larval frente
a Paenibacillus larvae en mezclas de cepas (Arredondo et al., 2018) y muestra
actividad inhibitoria in vitro contra este patogeno (Forsgren et al., 2010) y
Melissococcus plutonius, atribuida a péptidos antibacterianos (Endo y Salminen,
2013). Ademas, posee actividad antifungica y capacidad de adhesion a células
epiteliales intestinales, vinculada a hidrofobicidad y autoagregacion (lorizzo et al.,
2020). Bifidobacterium asteroides, aislada de intestinos de abejas, miel y pan de
abeja, aunque no pertenece al grupo de bacterias lacticas, comparte habitat con
ellas y posee un metabolismo que produce acido lactico como principal producto de
fermentaciéon. Algunas cepas codifican enzimas detoxificadoras de compuestos
generados por la respiracion aerdbica (Bottacini et al., 2012). Ademas, estudios
indican que B. asteroides mejora la inmunidad de abejas infectadas con P. larvae
cuando se administra en mezclas de bacterias lacticas especificas de abejas,
incluyendo géneros Bifidobacterium y Lactobacillus (Lamei et al., 2019; Forsgren et
al., 2010).

Weissella bombi es una bacteria descrita recientemente y ha sido aislada,
unicamente, desde el intestino de Bombus terrestris (Praet et al., 2015). No se
conoce sobre los efectos benéficos de W. bombi sobre A. mellifera, sin embargo,
Yoshiyama et al. (2013) afirman que algunas cepas del género Weissella producen
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bacteriocinas. No se han detectado genes para la produccion de metabolitos
secundarios con potencial actividad antimicrobiana en el genoma de W. bombi, no
obstante, si muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Crithidia bombi
(tripanosomatido especifico de Bombus) (Praet et al., 2018).

Hasta ahora no se habian evaluado los posibles efectos de una mezcla de
bacterias lacticas sobre la salud de las abejas, ante una infeccion simultanea de
DWV y N. ceranae.

Sobrevivencia. En este sentido, los reportes indican que la suplementacién de la
dieta de abejas meliferas sanas con L. kunkeei y otras bacterias lacticas
fructofilicas, naturalmente presentes en el intestino de las abejas, promueven la
sobrevivencia de las abejas meliferas y disminuye significativamente la mortalidad
de las abejas en comparacién las abejas control alimentadas con jarabe de azucar
sin bacterias lacticas (Pachla et al., 2021). Por otro lado, Arredondo et al. (2018)
afirman que una mezcla de varias cepas de L. kunkeei puede reducir la mortalidad
de abejas infectadas con N. ceranae, aunque este efecto no es estadisticamente
significativo. Dosch et al. (2021) indican que tras la exposicion oral a DWV, la
supervivencia de las abejas meliferas aumenta significativamente en aquellas con
una microbiota intestinal normal (establecida experimentalmente) en comparacion
con las abejas de control con una microbiota intestinal alterada (disbidtica).

Carga relativa del patégeno. Baffoni et al. (2016) detectaron un nivel
significativamente mas bajo en la carga de esporas de N. ceranae tanto en el grupo
infectado y tratado con probidtico, como en el grupo tratado solo con la mezcla de
L. kunkeeiy B. asteroides. Asimismo, la administracion de L. kunkeei redujo la carga
de esporas de N. ceranae comparado con las abejas no tratadas del grupo control
(Arredondo et al., 2018). Los ensayos de Li et al. (2019) revelaron que la alteracién
de las bacterias intestinales a causa de los antibi6ticos da como resultado un cambio
de una infeccién latente de DWV, a una de replicacion activa, lo que sugiere que las
bacterias intestinales juegan un papel extremadamente importante en la prevencién
de la replicacién de DWV en las abejas meliferas.

Expresion de genes de inmunidad. Doublet et al. (2017) identificaron un conjunto

comun de genes que responden infecciones por diversos patégenos (V. destructor,
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N. apis, N. ceranae y virus RNA), lo que sugiere una respuesta inmunitaria comun.
Entre ellos se encuentran himenoptaecina, defensina, abaecina y lisozima, entre
otros.

Las bacterias probidticas pueden estimular el sistema inmune, aunque esta
funcién depende de la especie y cepa (Yoshiyama et al., 2013). Bifidobacterium
asteroides regula la expresion de apidaecina. En otro estudio, 9 cepas diferentes de
LAB (Enterococcus sp., Weissella sp., Lactobacillus sp.) incrementd
significativamente la expresion de abaecina, himenoptaecina y defensina (Janashia
y Alaux., 2016). En contraste, la alimentacion con jarabe suplementado con L.
kunkeei no produjo cambios significativos en la expresion de péptidos
antibacterianos, enzimas relacionadas con la inmunidad o vitelogenina (abaecina,
himenoptaecina, defensina, vitelogenina, glucosa deshidrogenasa y lisozima) en
comparaciéon con las abejas de control (Arredondo et al., 2018). Anderson et al.
(2021) expone que la defensina-1 se correlacion6 negativamente con la abundancia
de L. kunkeei en la boca y en el intestino medio.

Respecto a la co-infeccion DWV-N. ceranae

Las comunidades microbianas de las abejas meliferas incluyen virus, hongos,
microsporidios y bacterias, generando interacciones simbidticas, sinérgicas o
antagdnicas que afectan la distribucion y virulencia de los patogenos. Se ha
detectado una asociacion negativa entre Nosema ceranae y el Virus de las Alas
Deformadas (DWV) en el intestino medio, aunque no a nivel de abeja completa o
colonia (Retschnig et al., 2014). Doublet et al. (2015) sefialaron que la infecciéon
previa por N. ceranae inhibe DWV, evidenciando una competencia asimétrica,
mientras que Costa et al. (2011) también reportaron correlaciones negativas sin
efectos sinérgicos. Sin embargo, Zheng et al. (2015) sugieren posibles interacciones
sinérgicas dependientes de la dosis y la nutricion, lo que podria explicar cargas
similares de ambos patégenos en infecciones individuales o conjuntas sin
considerar el tiempo como factor.

Respecto a la heterogeneidad de los resultados entre consorcios compuestos
por mezclas de iguales especies

Las diferencias observadas en el efecto de los consorcios 6 y 11, ambos
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compuestos por L. kunkeei y B. asteroides, sobre la sobrevivencia de abejas se
deben, en parte, a que las caracteristicas antimicrobianas y bioestimulantes varian
entre las cepas en funcion de sus capacidades metabdlicas, pudiendo generar
efectos aditivos o complementarios en mezcla. En algunos casos, las cepas
probidticas pueden incluso favorecer al patébgeno, como ocurre con
Lacticaseibacillus rhamnosus, que modulé negativamente genes inmunes y
favorecio el desarrollo de N. ceranae. Asimismo, una sobrerregulacion de la
respuesta inmune, principalmente de proteinas antimicrobianas, podria alterar la
composicidon microbiana y favorecer a comensales patdégenos, como se ha

observado en Drosophila melanogaster (Arredondo et al., 2018).

CONCLUSIONES

1. En abejas meliferas la ingesta de consorcios en base a lactobacterias tiene un
efecto diferencial en la sobrevivencia en Apis mellifera, dependiendo de las
cepas que componen el consorcio y del estado sanitario de estas.

2. El consorcio 6 redujo significativamente la carga relativa de Nosema ceranae en
abejas infectadas con este patégeno en el periodo total de evaluacién y
disminuyo significativamente la carga relativa de DWV en abejas infectadas con
dicho patégeno y en abejas co-infectadas con DWV y N. ceranae.

3. El consorcio 6 no tuvo un efecto significativo en los niveles de expresion relativa
del gen abaecina en ninguno de los tratamientos, pero si incremento la expresiéon

del gen defensina en abejas infectadas con Nosema ceranae.
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