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Resumen

La presente tesis tuvo como objetivo evaluar in vivo la toxicidad de un biopreparado
probidtico en abejas Apis mellifera. La investigacion se realizé en el laboratorio de
Microbiologia, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Matanzas, durante diez dias del mes de noviembre de 2023. Se
elaboré un biopreparado probidtico con la cepa Lactobacillus L31. Las abejas se
alojaron en cajas de madera y cristal. Se utilizé hidromiel como alimento artificial
para introducir el biopreparado y sus variantes, en cuatro tratamientos: T1) hidromiel
(control), T2) hidromiel + biopreparado, T3) hidromiel + células de Lactobacillus L31,
T4) hidromiel + sustancias posbidticas producidas por Lactobacillus L31. Se
monitored: mortalidad, consumo del jarabe, signos de enfermedad, estado sanitario
de la colonia y conteo de Lactobacillus. Los resultados de mortalidad y consumo se
procesaron segun el software estadistico STATGRAPHICS Plus. Se aplicé un
ANOVA simple para comprobar diferencias entre tratamientos y la Prueba de
Rangos Multiples de Duncan (1955). Los conteos de viables se transformaron segun
Log N y para su analisis, se aplico la formula (K+N). 10x. Como resultado se observo
que las abejas no muestran signos de intoxicacion ante la ingestion de hidromiel
con el biopreparado. Se redujo la mortalidad en la poblacién de abejas y aumento
el consumo y los conteos de viables en comparacién (P<0,05) con el tratamiento
control. Se concluye que el biopreparado probiético es un aditivo seguro e inocuo

para su admiracion en abejas Apis Melliferas.



Abstract

The objective of this thesis was to evaluate in vivo the toxicity of a probiotic
biopreparation in Apis mellifera bees. The research was carried out in the
Microbiology laboratory, belonging to the Faculty of Agricultural Sciences of the
University of Matanzas, during ten days in November 2023. A probiotic
biopreparation was prepared with the Lactobacillus L31 strain. The bees were
housed in wooden and glass boxes. Mead was used as artificial food to introduce
the biopreparation and its variants, in four treatments: T1) mead (control), T2) mead
+ biopreparation, T3) mead + Lactobacillus L31 cells, T4) mead + postbiotic
substances produced by Lactobacillus L31 . The following were monitored: mortality,
syrup consumption, signs of disease, health status of the colony and Lactobacillus
count. The mortality and consumption results were processed according to the
STATGRAPHICS Plus statistical software. A simple ANOVA was applied to check
differences between treatments and Duncan's Multiple Range Test (1955). The
viable counts were transformed according to Log N and for analysis, the formula
(K+N) was applied. 10x. As a result, it was observed that the bees do not show signs
of intoxication when ingesting mead with the biopreparation. Mortality in the bee
population was reduced and consumption and viable counts increased compared
(P<0.05) with the control treatment. It is concluded that the probiotic biopreparation

is a safe and harmless additive for its admiration in Apis Melliferas bees.
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Introduccion

Las abejas meliferas (Apis mellifera) son consideradas agentes polinizadores
esenciales de cultivos comerciales y de la flora silvestre. Estos insectos forman
parte de la biodiversidad de la que todos dependemos para sobrevivir. Segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO),
el 75% de los cultivos alimentarios del mundo dependen de la polinizaciéon por
insectos, principalmente abejas. Sin embargo, sus poblaciones estan disminuyendo
en todo el mundo debido a sus enfermedades, uso excesivo de pesticidas, pérdida
de habitats naturales, al cambio climatico, cambios en el uso del suelo y otros
factores ambientales y humanos. Ante esta situacién es importante tomar medidas

para proteger a las abejas y asegurar su supervivencia (FAO, 2018).

La apicultura es la técnica que se dedica al cuidado de las colmenas de abejas
meliferas y reportada como una de las actividades agricolas mas antiguas del
mundo. De ella, se obtiene gran cantidad de productos de interés industrial como la
miel, cera, jalea real, propdleos, veneno de abejas, entre otros productos (SEFC,
2019). En Cuba, desde el ano 2015 las especies de abejas son reconocidas tanto
en el Decreto-Ley N°. 31 de Proteccién Animal (Ministerio de justicia, 2021) como
en el Anteproyecto de Ley de Ganaderia (MINAGRI, 2022).

La apicultura en Cuba es una actividad econémica importante ya que sus
producciones constituyen uno de los rubros exportables del pais. Sin embargo, en
los ultimos afios la industria apicola se ha visto amenazada por la presencia de
diversos agentes patogenos causante de enfermedades que provocan alta

mortalidad de las abejas y el decrecimiento del numero de colmenas.

En la produccidon pecuaria se conoce el empleo de probidticos, pero con muy poco
uso en la apicultura. Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se
consumen en cantidades adecuadas le confieren beneficios a la salud del huésped
(Milian et al., 2021). Estos junto a otros productos naturales inocuos adquieren gran

importancia en el tratamiento y prevencion de las enfermedades en los animales.



En las abejas meliferas el uso de probidticos se ha investigado, para mejorar su
sistema inmunoldgico y prevenir enfermedades. Estos aditivos zootécnicos ayudan
a mantener el equilibrio saludable de la microbiota intestinal, lo que puede mejorar
su capacidad para resistir patégenos dafiinos. Ademas, mejorar la calidad de la miel

producida por estos insectos (Rodriguez, 2018; Al-Ghamdi et al., 2020).

En Cuba, el uso de probidticos en las abejas meliferas puede ser una herramienta
valiosa para inhibir el desarrollo de microorganismos patégenos y mejorar su salud.

Sin embargo, es importante utilizarlos de manera responsable y segura.

Problema Profesional:

El Centro de Estudios Biotecnolégicos (CEBIO) de la Universidad de Matanzas (UM)
obtuvo un biopreparado con potencial probidtico para su empleo en abejas
meliferas. La aplicacidon de este producto microbiano requiere de la realizacion de

pruebas para evaluar si existen efectos adversos para su uso en estos insectos.
Hipotesis
La evaluacién in vivo de la toxicidad del biopreparado probidtico permitira su

aplicacion segura en las poblaciones de abejas Apis mellifera.
OBJETIVOS
General

Evaluar in vivo la toxicidad de un biopreparado probiético en poblaciones de abejas

Apis mellifera.
Especificos

1. Elaborar en condiciones de laboratorio el biopreparado con potencial probidtico
a partir de la cepa de Lactobacillus L 31 aislada del tracto digestivo de Melipona
beecheii.

2. Evaluar “in vivo” la toxicidad del biopreparado probidtico sobre poblaciones de
abejas meliferas en condiciones controladas.

3. Valorar el potencial econdémico, social y ambiental del biopreparado probidtico a

nivel de produccion.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. Historia de la Apicultura

La apicultura, o la cria y cuidado de las abejas para producir miel y otros productos
de la colmena, es una actividad humana muy antigua que se remonta a la época
prehistorica. Se han encontrado evidencias de pinturas rupestres que muestran
practicas apicolas de 7,000 u 8,000 afios de antigiedad, en las que podemos
observar escenas de la recoleccion de miel por parte de los hombres primitivos en

cuevas y rocas en diferentes partes del mundo (Crane, 1999).

Sin embargo, la apicultura como actividad organizada y controlada se originé en
Egipto hace mas de 5.000 anos. Los egipcios utilizaban las abejas para polinizar
sus cultivos y producir miel, cera y propoleo, y se les criaba en colmenas de arcilla.
También creian que las abejas eran sagradas y las asociaban con la diosa Isis. En
la antigua Grecia, se consideraba a las abejas como un regalo de los dioses y se

les atribuia propiedades curativas (Crane, 1999).

La apicultura se extendioé por todo el mundo antiguo, desde Grecia y Roma hasta
China y América Central. Los griegos y los romanos desarrollaron técnicas
avanzadas para el manejo de las colmenas y la produccion de miel, y el famoso
filosofo griego Aristételes escribid sobre la vida de las abejas en su obra "Historia
de los animales", y los mayas utilizaban abejas sin aguijén para producir miel y cera
(Crane, 1999).

En la Edad Media las abejas sostuvieron una significativa importancia econémica,
social y cultural. La constante demanda de cera fue impulsada por la practica
religiosa cristiana, ademas de su uso para sellos, tablillas de escritura, fundicion e
iluminaciéon de lujo mientras que la miel proporcionaba el unico edulcorante
ampliamente accesible en una era anterior a las importaciones de azucar a gran
escala. En consecuencia, la apicultura fue una parte notable de la economia rural,
aprovechando la participacion de numerosos grupos en toda Europa, desde
productores campesinos con unas pocas colmenas destinadas al consumo local a
apicultores especializados que se dedican a la produccion a gran escala. produccién

para un prospero comercio internacional (Sales et al., 2021).



En América del Norte, las tribus nativas americanas también practicaban la
apicultura y usaban la miel como alimento y medicina. Los colonos europeos
trajeron sus propias colmenas de abejas con ellos a América del Norte y continuaron

desarrollando la apicultura alli (Sanford, 2010).

En el siglo XVIII, se descubrieron nuevas técnicas para la produccion de miel y se
crearon nuevas variedades de abejas. La apicultura se convirtié en una actividad
comercial y se fundaron las primeras asociaciones de apicultores. En el siglo XIX,
se expandié a América del Norte y del Sur. En Estados Unidos, se desarroll6 la
técnica de la colmena movil, que permitia trasladar las colmenas para aprovechar

las diferentes floraciones (Sanford, 2010).

En el siglo XX, la apicultura se convirtié en una actividad industrializada y se crearon
nuevas tecnologias para la produccion de miel y cera. Sin embargo, también
surgieron problemas como la disminucion de las poblaciones de abejas debido al

uso de pesticidas y la aparicion de enfermedades (Sanford, 2010).

Hoy en dia, la apicultura sigue siendo una actividad importante en todo el mundo,
con millones de personas dedicadas a la produccion de miel, cera y otros productos
apicolas. La misma se ha convertido en una herramienta fundamental para la
polinizacion de cultivos, la conservacion del medio ambiente y la biodiversidad.
Ademas, la miel y otros productos de las abejas son muy valorados por sus

propiedades nutricionales y medicinales (ICA, 2022).
I.2. Origen y desarrollo de la apicultura en Cuba

La apicultura en América Latina tiene una larga historia que se remonta a las
culturas precolombinas. Los mayas, por ejemplo, eran conocidos por su
conocimiento de la apicultura y la produccion de miel. Los espafioles introdujeron la
apicultura en América Latina durante la colonizacién, y desde entonces ha sido una

actividad importante en la region (Vergara, 2008).

La apicultura en Cuba es una actividad importante para la economia y la seguridad

alimentaria del pais. La misma se ha desarrollado significativamente en las ultimas



décadas. Es una actividad agricola que se practica desde hace mas de 200 afos,
pero fue en la década de 1990, cuando el gobierno cubano comenzé a promoverla
como una forma de diversificar la economia y la alimentacion. En este sentido, se
establecieron programas de capacitacién y financiamiento para los apicultores,
ademas, se fomentd la producciéon de miel y otros productos derivados de las
colmenas (Pérez, 2015).

La apicultura cubana ha experimentado cambios significativos antes y después del
Triunfo de la Revolucién. Antes, la apicultura en Cuba se encontraba en un estado
precario como muchos otros ambitos agricolas. La falta de derechos de propiedad
y la inseguridad sobre la posesion de la tierra, eran problemas comunes para los
apicultores cubanos. Las condiciones de explotacidon y exclusion derivadas de estas
circunstancias se manifestaban en practicas como el arrendamiento, la aparceria y

el precarismo (Machin et al., 2016).

Después del Triunfo de la Revolucion, la apicultura en Cuba ha experimentado un
crecimiento significativo. Segun informé, Lazaro Bruno Garcia Castro, director
general de la Empresa Apicola Cubana, Apicuba, la produccion de miel en Cuba
logré alcanzar niveles historicos. En el afio 2021, se produjo la mayor cantidad de
miel de la historia: mas de 10,500 t, superando el récord anterior (10,215 t) del afio
1962. Ademas, se produjeron mas de 174 t de cera, la cuarta mayor cifra de la
historia de la apicultura cubana. Mas de 16 t de propdleo, cifra récord, ya que el
anterior fue de 14,9 t. Los rendimientos de la extraccion de miel en Cuba se
encuentran entre los mas elevados internacionalmente, con 48 kg por colmena.
Ademas, se ha fomentado la produccion de otros productos de la colmena como el
polen, del cual se obtuvieron ocho toneladas, cuando la mayor cifra producida

anteriormente no sobrepasaba las cinco anuales (Sierra, 2022).

El crecimiento de la industria apicola en Cuba ha estado fuertemente influenciado
por las medidas adoptadas por el estado cubano para fortalecer el sector no estatal
y dinamizar las actividades agropecuarias. Esto incluye la capacidad de exportaciéon

e importacion concedida a la empresa y el retorno del 80 % de la divisa obtenida



para el propio desarrollo. En el aino 2021 se exportaron mas de 8,500 t de miel lo

que genero un ingreso al pais de 23,000,000 de pesos (Sierra, 2022).

Cuba, es uno de los principales productores de miel en América Latina. El 90% de
la miel cubana se exporta a Europa principalmente a Alemania, Holanda, Espafia y
Suiza y sélo el 5% se destina al mercado local (SEFC, 2019). En los ultimos afos,
se ha incrementado el interés por la apicultura, debido a su potencial econémico y
su contribucién al desarrollo sostenible. Esta actividad agropecuaria se ha
convertido en una alternativa viable para diversificar la agricultura, proteger el medio
ambiente y aportar ingresos a muchas comunidades rurales del pais (Pérez-Pifeiro,
2017; Almaguer, 2018).

La industria apicola cubana se desarrolla de manera sostenible y ecoldgica
utilizando técnicas de manejo en las colmenas que permiten la conservacion de la
biodiversidad y el uso eficiente de los recursos naturales. Ademas, el gobierno
cubano promueve la investigacion y el desarrollo tecnologico del sector, lo que
permite mejorar la calidad de los productos y aumentar su productividad (Gonzalez
y Rodriguez, 2016).

Los estudios realizados sobre la apicultura en Cuba abordan temas como la historia
de la apicultura en el pais, su situacion actual, las perspectivas de desarrollo, la
caracterizacion de los apicultores y las abejas, y la relacidon entre la apicultura y la
agroecologia. La miel cubana se caracteriza por su alta calidad y pureza, ya que se
produce principalmente a partir de flores silvestres y no se utilizan pesticidas ni otros
productos quimicos en su produccion. Ademas, se exporta a diferentes paises del

mundo, incluyendo Europa y Asia (Pérez, 2015; Almaguer, 2018).

La apicultura es una actividad milenaria que ha evolucionado a lo largo de la historia
y sigue siendo importante en todo el mundo. Cuba ha experimentado un crecimiento
significativo después del Triunfo de la Revolucién, con la produccion de miel y otros
productos de la colmena, alcanzando niveles histéricos. Es una actividad relevante
que requiere esfuerzos conjuntos del gobierno, los apicultores y otros actores

involucrados para su desarrollo sostenible y su contribucién al bienestar social y



econdémico del pais. A pesar de enfrentar grandes desafios como la falta de equipos
y tecnologias modernas, escasez de recursos financieros y materiales, y los efectos
del cambio climatico busca expandirse en los mercados de exportacién y fomentar

la produccion de otros productos de la colmena (Diaz, 2017).
1.3. Clasificacion taxonémica y origen de Apis mellifera en Cuba

Las abejas son insectos pertenecientes al orden de los Himendpteros.
Taxonomicamente pertenecen a la familia Apidae y presentan una amplia

distribucion en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Gonzalez, 2017).

Tabla 1. Descripcion taxonémica de las abejas.

Denominacién Descripcion
Reino Animal
Sub-reino Metazoarios
Division Artiozoarios
Phylum Arthropoda
Clase Insectos
Orden Himendptera
Familia Apidae
Género Apis
Especie Apis mellifera

Fuente: Tomado de Cardinal et al., (2018).

La abeja occidental, Apis mellifera o productora de miel, es originaria del viejo
mundo, pero fue traida al continente americano por colonizadores europeos en el
siglo XVII. Es la especie de abeja con mayor distribucion en el mundo (Lara, 2019).
Segun Basualdo y Ramos (2017), entre las distintas razas de las abejas que poseen
mayor importancia en la apicultura de ameérica latina podemos mencionar: la abeja

italiana (A. m. ligustica), la abeja caucasica (A. m. caucasica), la abeja carmolas (A.



m. carnica), la abeja africana (A. m. scutella), la abeja Chiprista (A. m. cypria) y la

abeja egipcia (A. m. fasciata).

Apis mellifera se encuentra en muchas regiones de Europa, Africa y parte de Asia,
fue introducida en América (incluyendo Cuba) y Oceania. Es la especie de abeja
mas comunmente utilizada en la apicultura en Cuba y llegd a nuestro pais por los
colonos esparfioles en el siglo XIX, cuando importaban colonias de abejas desde
Espafia para la produccion de miel y cera. En Cuba, la abeja melifera se ha

adaptado y se ha establecido en diferentes regiones del pais (Gonzalez, 2017).

En Cuba, también se encuentra la abeja Melipona beecheii; Unica de este tipo en la
isla y los cayos adyacentes. Investigadores plantean que esta abeja pudo haber
sido traida por los aborigenes que vivian en Cuba o por expediciones de
civilizaciones centroamericanas que llegaron a la Isla en algin momento (Jiménez
et al., 2021).

Apis mellifera y Melipona beecheii son las dos Unicas especies de abejas presentes
en Cuba, cada una de ellas con su propia historia de origen y caracteristicas (Fonte,
2022). Ambas son esenciales y tienen un gran potencial para contribuir al desarrollo
economico del pais y a la conservacion del medio ambiente, ya que desempeian
un papel fundamental en la polinizacion y contribuyen significativamente a la

biodiversidad y la agricultura de la regién.
I.4. Caracteristicas morfolégicas y division del trabajo de las castas

De los millones de insectos que habitan el planeta, las abejas son las mas
estudiadas. El estudio de su fisiologia sensorial y morfologia funcional ha ocupado
varias generaciones de bidlogos. Su cuerpo esta segmentado en tres partes
principales: cabeza, térax y abdomen (figura 1). El exoesqueleto, esta compuesto
de quitina, que le da la necesaria estabilidad, protege las tres grandes partes en el
que se divide su cuerpo, en las dos primeras formando cajas rigidas y en la ultima

de forma extensible (Lara, 2019).



Térax

Cabeza

Abdomen-

Figura 1. Morfologia externa del cuerpo de la abeja (Tomado de Lara, 2019).

La cabeza, es una caja quitinosa, que tiene forma de triangulo invertido, alberga los
organos de la visidon (ojos simples y ojos compuestos), las antenas y el aparato
bucal. Se encuentra unida al térax por un cuello angosto y membranoso. La cabeza
de esta especie varia mucho en cuanto al sitio que ocupa en la jerarquia, es
hexagonal en las reinas, triangular en obreras y circular en los zanganos (Lara,
2019).

Las abejas cuentan con cinco ojos, que conforman el sentido de la visidon de estos
insectos, estos se dividen en tres ojos simples también denominados ocelos, de
pequeino tamafio, con ellos pueden ver a corta distancia, y en condiciones de casi
oscuridad en el interior de la colmena y dos ojos compuestos de gran tamanio,
ubicados de forma lateral en la cabeza que permite la vision a largas distancias e

identificar una amplia gama de colores (Lara, 2019).

Los 6rganos sensoriales mas importantes son las antenas. Las abejas poseen un
par de antenas largas y delgadas que permiten analizar su entorno, evidenciar
cambios de temperatura, vibraciones, humedad, vientos, localizar fuentes de
alimentos y mensajes quimicos (Rice, 2023). Segun Corona (2016), el aparato bucal
de la abeja es del tipo lamedor. Se compone del labio superior o labro, la epifaringe,

oculta por el labro, y un par de mandibulas.



En las abejas el térax, es la parte media del cuerpo, es su centro locomotor y
responsable de su vuelo. Esta constituido por tres segmentos. Cada segmento lleva
un par de patas, y en el segundo y tercero llevan cada uno un par de alas
membranosas. También disponen de espiraculos (orificios), por donde entra el aire
para la oxigenacion del térax. Los tres pares de patas articuladas permiten a la abeja
desplazarse por diferentes superficies y ayudar en diversas tareas, como recolectar
néctar y polen. Las patas traseras de las abejas obreras, por ejemplo, tienen cestas
de polen, o corbiculas, que utilizan para recolectar y transportar el polen de regreso
a la colmena, un par de alas membranosas y un sistema de musculos que les

permite volar a gran velocidad y maniobrar con precision (Rice, 2023).

El abdomen es alargado y flexible, se encuentra recubierto de pelos y se compone
de nueve segmentos, seis visibles en las hembras y siete en los machos. Los
segmentos abdominales poseen dos placas unidas por membranas flexibles, lo que
les permite una gran variedad de movimientos, como alargarse o acortarse y
también curvarse en cualquier direccion. ElI abdomen contiene organos
reproductivos, digestivos, y estructuras vitales, incluidos el aguijon y las glandulas
de cera (Cepero, 2016).

Las abejas de todas las razas poseen una jerarquia bien definida. La colmena es
una sociedad muy estructurada que se divide en tres castas principales: la reina, las
obreras y los zanganos (figura 2). Cada una de estas castas tiene funciones

especificas y su trabajo se organiza de manera que optimiza el funcionamiento de

la colmena (Cepero, 2016).

Obrera Zangano

Figura 2. Division de las castas de abejas (Tomado de Lara, 2019).
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En las abejas meliferas las obreras miden alrededor de 12 mm de largo, la reina
mide alrededor de 18 mm de largo, y los zanganos miden alrededor de 16 mm de
largo. Son de color marron claro, pero este puede variar entre las diferentes
especies y subespecies. Su anatomia esta adaptada para su estilo de vida social y

su capacidad para recolectar y almacenar alimentos (Garcia, 2020).

Las castas presentan interacciones sociales complejas y un sistema cooperativo
donde esta bien definida la division del trabajo. Dentro de la colonia, las obreras
(hembras infértiles) son las responsables de alimentar (nodrizas) a la cria joven y la
reina. Ademas, colectan el alimento (pecoreadoras), mantienen la limpieza
(limpiadoras) y defienden la colonia (guardianas). Las obreras continuamente
construyen nuevas celdas de cria y demas partes del nido (constructoras). Por su
parte, la reina (hembra fértil), tiene una funcién reproductiva (responsable de la
postura de los huevos) que garantiza la perpetuacién de la especie y mantiene a la

colmena unida a través de la liberacién de las feromonas (Blanco, 2023).

Los zanganos son las abejas machos de la colmena. Se caracterizan por su cuerpo
mas robusto y de mayor tamafno que las obreras. Carecen de aguijén. Alcanzan su
madurez sexual a las dos semanas de nacer, y suele vivir otras tres semanas mas.
Su tarea es Unica y se basa en ser el sexo masculino de la colmena. Su funcién es
la de transportar alimentos dentro de la colmena y calentar la cria en su proceso de

nacimiento (Ivars, 2021).

Las colmenas de abejas, como insectos eusociales tienen una estructura interna
organizada, con reparto de funciones y regulada quimicamente por una unica reina
y madre de toda la colonia. La division del trabajo en la colmena es esencial para
su funcionamiento y supervivencia. Cada casta tiene un papel especifico que
contribuye a la salud y al éxito de la colonia. Esto les permite a las abejas funcionar
como un superorganismo, donde cada individuo contribuye al bienestar y
supervivencia. Las abejas se comunican entre si a través de sefiales quimicas
(feromonas) y fisicas (como el baile de las abejas) para coordinar sus actividades y

responder de forma eficiente a las necesidades de la colonia (Gutierrez, 2021).
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I.5. Crianza y cuidado de las abejas

La crianza y el cuidado de las abejas, es una practica ancestral que ha generado
millones de empleos en el mundo y con el correr de los afos se ha venido
modernizado para obtener productos de buena calidad como la miel, jalea real,
propdleo, cera y polen, lo cual nos hace reflexionar en la importancia de la crianza
de abejas para la humanidad y especialmente para el desarrollo del pais (Mauricio
y Valenzuela, 2022).

La crianza de abejas es una actividad especializada de la apicultura que requiere
conocimientos de la biologia de las abejas, de su alimentacion, de la experiencia en
el manejo de colmenas y de la prevencion de enfermedades. Su crianza y cuidado

es necesaria para realizar una mejor explotacion y obtener productividad.

Para garantizar 6ptimas condiciones en la crianza de abejas, es necesario ubicar
las colmenas en lugares adecuados para evitar la competencia con las abejas
autoctonas y otros polinizadores de su area. Este lugar debe contar con acceso
directo a una buena flora melifera para que las abejas puedan recolectar néctar y
polen, que se encuentren protegidas de depredadores y de condiciones climaticas
adversas. La colmena se puede instalar en una cavidad natural, como un hoyo en

un arbol, o en una estructura construida por el apicultor (Vasquez et al., 2022).

Ademas, es importante monitorear la cantidad de miel en la colmena y asegurarse
de que las abejas tengan suficiente alimento durante todo el afio ya que necesitan
una dieta variada y equilibrada para mantener su sistema inmunoldgico fuerte y
combatir las enfermedades. Su fuente de alimento incluye el néctar y el polen de las
flores, asi como suplementos alimenticios proporcionados por el apicultor, por eso
es fundamental que se seleccione un lugar adecuado para que la colmena tenga
acceso a una variedad de plantas que florezcan en diferentes épocas del afo,
proporcionando asi una fuente constante de alimento para ellas (Vasquez et al.,
2022).

También es importante monitorizar su salud y tomar medidas preventivas y

correctivas para controlar cualquier enfermedad que pueda afectarlas. Esto puede
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incluir la inspeccidn regular de la colmena, el uso de medicamentos de control de
enfermedades y la eliminacion de abejas enfermas. Durante el otofio y el invierno,
las abejas experimentan una escasez de alimento debido a la falta de floracion. Por
lo tanto, es necesario preparar la colmena para la invernada y suplementar la
alimentacion con el objetivo de cubrir las necesidades provocadas por las
condiciones climaticas adversas o por la propia manipulacién del apicultor (Vasquez
et al., 2022).

I.6. Importancia de las abejas meliferas en Cuba

Las abejas meliferas son vitales para la polinizacion y el desarrollo de cultivos para
la agricultura, ganaderia y alimentaciéon. Son polinizadoras de un gran numero de
cosechas, por lo cual desempefan un papel crucial en la agricultura y la
biodiversidad. Alrededor del 84% de los cultivos para alimentacién son polinizados
por las abejas. En Cuba, la necesidad de polinizadores es mayor cada dia debido

al desarrollo de la agricultura urbana y suburbana (Jiménez et al., 2021; Font, 2021).

La polinizacion que realizan las abejas meliferas se traduce en la formacion de
frutos y semillas de mas de 250.000 especies de plantas diferentes, algunas de gran
importancia para la agricultura. Mas del 75% de los cultivos alimentarios del mundo

dependen, en cierta medida, de la labor que realizan las abejas (Pérez, 2019).

En Cuba, La miel de abejas y sus derivados constituyen uno de los rubros
exportables mas importantes del Grupo Empresarial Agroforestal del Ministerio de
la Agricultura. Ademas de las tradicionales ventas de miel y cera al exterior, se unen
0 sumaran laminas de cera, jalea real, suplementos nutricionales, cosméticos,
propdleo y sus derivados, bebidas, velas, bombones y producciones para la
industria farmacéutica. Ademas, la miel se destina como insumo para la produccion
de medios biolégicos utilizados contra plagas, elaborados en Centros
Reproductores de Entoméfagos y Entomopatégenos (Salomén, 2018). Otro aspecto
importante es la obtencion de diferentes productos nutricionales como los
complementos PANMIEL (Suarez et al., 2017) y PROPIOMIEL (Vargas et al., 2017).
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Por otro lado, las abejas meliferas también enfrentan amenazas significativas. La
contaminacion, el cambio climatico, el uso indiscriminado de pesticidas, la
introduccion de especies exéticas invasoras y la pérdida de habitat son algunos de
los factores que estan contribuyendo a la disminucion de las poblaciones de abejas.
Para preservarlas es recomendable tomar medidas como la plantacion de flores y
arboles nativos que les sirvan de alimento, evitar el uso de pesticidas en jardines y

plazas, y criar especies autdctonas de la regién (NG, 2022).

Ademas de la importancia que tienen las producciones apicolas desde el punto de
vista econdmico, diferentes instituciones como universidades, empresas apicolas
estatales, campesinos apicultores, Instituto de Investigaciones Apicolas y las
entidades de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA) prestan atencion al
desarrollo de las abejas como polinizadores y mediadores de la biodiversidad a
través del programa de la “Tarea vida” que tiene como objetivo mitigar las causas

del cambio climatico.

I.7. Enfermedades que afectan a las abejas Apis mellifera

La abeja A. mellifera, como todo un organismo vivo, es susceptible a la accion de
diversos agentes etioldgicos y depredadores, que causan el deterioro de su salud,
por consecuencia ocasionan importantes mermas productivas. Una abeja sola,
como individuo aislado, no puede vivir. Es la colmena la unidad basica y se
considera enferma, cuando determinada cantidad de los individuos que la forman lo
estan (Verde y Bande, 2017).

Segun expone Pérez-Morfi (2020) la salud de las colmenas no se define solamente
por la ausencia de enfermedades, sino también por la existencia de colonias bien
nutridas, capaces de reproducirse y resistir exitosamente los desafios de los

agentes etiolégicos de diversa naturaleza.

En Cuba, cuando se producen grandes infestaciones en las colmenas, no se aplican
medicamentos, antibiéticos ni sustancias quimicas para su tratamiento, porque
pueden tener efectos perjudiciales para la salud de las abejas, en particular si

hospedan patdégenos. Ante estas circunstancias solo se practica el Manejo
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Integrado, que consiste en el saneamiento de las colmenas y la castra en el apiario,

para evitar el transporte de miel o panales infectados (Pérez, 2017).

Las enfermedades de las abejas estan inscritas en la lista del Cédigo Sanitario para
los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA). En
la misma figuran seis enfermedades principales: la Acarapisosis; la Loque
americana; la Loque europea; la infestacion por Aethina tumida; Tropilaelaps y la
Varroosis. Siendo la infestacidon por Varroa destructor la mas destacada y dafiina en
el mundo entero. En Cuba La varroasis y la acarapisosis son enfermedades

parasitarias de gran significacion para el sector apicola (Pérez, 2017).

Dentro de las enfermedades mas recurrentes se encuentra la Acarapisosis;
enfermedad invasiva contagiosa que afecta a las abejas adultas. La misma consiste
en una parasitosis interna causada por el acaro microscopico, Acarapis woodi
(figura 3), denominado también acaro traqueal. Es un parasito que desarrolla su
accion patégena a través de la obstruccion mecanica de las vias respiratorias.
Segun informan Figueroa y Arechavaleta-Velasco (2018), la traquea parasitada se
obstruye a causa del acumulo de los propios acaros, ademas de los detritos

formados por sus excrementos. La hemolinfa de la abeja se extravasa y deshidrata,

lo cual conduce finalmente a la oclusion y deterioro de la traquea.

Figura 3: Acaro microscépico, Acarapis woodi (Tomado de Fundacién Amigos de
las Abejas, 2021).
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Informan Shakib y Mehdi (2016), que el acaro traqueal (A. woodi) se ha registrado
en Asia, Europa, partes de Africa, América del Norte y del Sur excepto, Australia,
Nueva Zelanda, Noruega y Suecia. En América Latina Maggi et al. (2016)
identificaron su presencia, al revisar el estado de salud de las abejas en diferentes
paises y reportaron frecuencias de 1 a 2.7 % en Uruguay y 2.7 % en el estado de
Tachira en Venezuela. Por otra parte, los estudios realizados por Martinez et al.
(2022), para determinar la frecuencia y niveles de infestacion de A. woodi, informan

que no se observo la presencia del acaro, en el estado de Tabasco, México.

En Cuba, se diagnostico su presencia (A. woodi) a partir de 1990, en la zona oriental
del pais. Ailos mas tarde el Laboratorio de Referencia para Investigacion y Salud
Apicola (LARISA) realiz6 un estudio que comprendié un periodo de nueve anos
(2005-2013), para diagnosticar la presencia de Acarapis woodi en apiarios de la
Provincia Sancti Spiritus. Los resultados de dicha investigacion informan, que la
presencia del parasito es bastante vigente en los apiarios de esa regién a pesar de
no evidenciar sintomas de la enfermedad. Alegd, ademas, que es frecuente un
cierto periodo de latencia de la enfermedad; pues la tasa de multiplicacién del acaro
en las colonias de abejas es baja. Esto se debe a que en verano mueren muchas
abejas infestadas, y por ello, la presidn parasitaria disminuye. En invierno, cuando
las abejas viven mas tiempo, los acaros pueden ejercer mejor su accién patégena
(Fernandez et al., 2016).

Las lesiones provocadas por la presencia del acaro (A. woodi) desarrollan un cuadro
clinico en la abeja y en la colonia, que imposibilita el vuelo del insecto por no recibir
la musculatura alar todo el oxigeno necesario. Una de las primeras manifestaciones
del proceso es la presencia frente a la colmena, de abejas que corren o se arrastran
sin rumbo, incapaces de volar mas alla de cortas distancias o como si se movieran
a saltos (de la Torre, 2022).

Una de las enfermedades mas grave de las abejas meliferas y presente en todo el
mundo es la Loque americana (AFB (American foulbrood), por sus siglas en inglés);
también conocida como enfermedad de la cria sellada. Es una enfermedad

bacteriana de la prole o cria de abejas, altamente contagiosa, que resulta de la
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infeccion de larvas de abejas meliferas con Paenibacillus larvae; bacteria

grampositiva productora de esporas (Ebeling et al., 2021).

Segun expone la literatura cientifica, la bacteria patégena mata las larvas en las
celdillas de cria. A pesar de que sélo infecta a las larvas, la AFB debilita a la colonia
y puede conducir a su muerte en tan solo tres semanas. En las colmenas infectadas,
la colonia presenta un aspecto irregular o salteado debido a las celdillas vacias
(figura 4), a veces con un olor caracteristico (fétido) y la cria tiene una apariencia

viscosa o0 humeda (Lopez y Underwood, 2023).
A T N 2%

Figura 4: Panales infectados por la bacteria Paenibacillus larvae. Opérculos

perforados (Tomado de Lopez y Underwood, 2023).

Paenibacillus larvae ha causado enormes dafios a la industria apicola. Se transmite
comunmente a través de esporas de la bacteria que pueden estar latentes, en las
colonias o equipos utilizados, por 70 anos o mas. La alimentacion de larvas por las
abejas nodrizas con alimentos contaminados con esporas de la loque americana
hace que estas esporas pasen a una etapa vegetativa que se replica en el tejido

larvario y conduce a su muerte (Lopez y Underwood, 2023).

Otra de las enfermedades que ataca a las abejas es La Loque europea (European
foulbrood (EFB), por sus siglas en inglés); también conocida como Loque Benigna,
es una enfermedad bacteriana que afecta a la cria de abejas. Su agente etiolégico

es la bacteria Gram-positiva no esporulante Melissococcus plutonius. La infeccion
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de la larva se realiza via oral, por alimento contaminado. En la figura 5 se muestra
como las larvas infectadas pierden el color nacarado de las sanas, se vuelven
opacas, amorfas (aunque algunas no pierden el anillado), blanquinosas o
marfilefas, frecuentemente con el extremo de la cabeza de color mas oscuro, o

negro (Forsgren et al. 2013).

Afirman Moharrami et al. (2022) que La loque americana (AFB) y la loque europea
(EFB) son las dos enfermedades mas importantes de las crias de abejas meliferas
a nivel mundial. Ambas imponen grandes pérdidas economicas a la industria
apicola, al reducir la poblacion de abejas y la produccién de miel. A pesar que EFB
ocasiona menos dafio que los generados por AFB, el tratamiento con antibiéticos

ha provocado la aparicion de cepas resistentes a los antibioticos, lo que exige

procedimientos alternativos seguros que puedan controlar estas enfermedades.

Figura 5: Infectacion por Loque europea (Tomado de Manual de enfermedades
Apicolas. 2009).

Las colmenas de abejas también pueden verse amenazadas por depredadores que
causan el deterioro de su salud y dafios considerables en los apiarios. Segun
reportes de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2020), Aethina tumida
Murray (Coleoptera: Nitidulidae) también conocido como el Pequefio Escarabajo de
la Colmena (PEC), es nativo del Africa subsahariana, donde generalmente se
considera una plaga menor. En las ultimas dos décadas, ha colonizado colmenas
en paises de: Ameérica, Australia, Europa y Asia, convirtiéndose en un problema

importante para la apicultura.
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Arguedas et al. (2020) informan que A. tumida es una especie invasora que puede
reproducirse en hospederos alternos como colonias de abejas nativas sin aguijon
(meliponinos), abejorros (Bombus sp.), asi como en una gran variedad de frutas y
en carnes. Sin embargo, su principal hospedero es la colonia de abejas meliferas.
En las colmenas los dafios son provocados tanto por los escarabajos adultos como
sus larvas y ambos estadios se alimentan de miel y polen. No obstante, las larvas
causan el mayor dafo en la colonia, pues se alimentan de la cria de las abejas;
forman galerias en los panales y ocasionan la fermentacion de la miel, debido a la
levadura Kodamea ohmeri, presente en sus deyecciones. El primer signo de
infestacién, en las colonias, es la presencia de escarabajos adultos y en
infestaciones severas, se observan larvas y miel fermentada. Plantean Ldriga et al.
(2014) que este parasito oportunista de las colmenas (A. tumida) se reporté en
Cuba, en el afo 2012, en colonias de Apis mellifera L. sin que haya provocado

perjuicios apreciables.

La Varroa destructor y Tropilaelap spp., son acaros que también parasitan a las
colmenas de abejas. Ambos producen una parasitosis externa grave que, si no es
tratada, causa serios perjuicios a las colonias. El ciclo biolégico de ambos acaros
es similar, desarrollandose la mayor parte en el interior de la celda operculada. Una
o varias hembras gravidas eligen una celdilla que contenga una larva finalizando su
etapa abierta y se introduce en ella momentos previos a la operculacion. Se
reproducen tanto en celdillas de zangano como de obrera, con una ligera
preferencia por la cria del zangano, que puede ser casi un 100% parasitada (OIE,
2020).

Segun reportes de Khongphinitbunjong et al. (2019), Tropilaelap spp. es endémico
de Asia y tiene potencial de convertirse en una amenaza global para las abejas tanto
silvestres como manejadas. Su probable introduccién en nuevas zonas dependera
de la transmision entre colonias, fundamentalmente por el movimiento de los acaros
hembra sobre las abejas adultas durante el periodo forético, el pillaje, la deriva, las
transacciones comerciales, la enjambrazén natural, las manipulaciones

descuidadas del apicultor y la trashumancia no controlada de las colmenas.
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Los estudios realizados demuestran que Tropilaelap spp. no sobrevive mas de 48 h
sin alimentarse de las abejas. Su supervivencia no so6lo depende del alimento que
obtienen de ellas, sino también de la temperatura y la humedad relativa del ambiente
(Khongphinitbunjong et al. 2019). De acuerdo a la literatura cientifica consultada la
tropilaelapsosis no esta diagnosticada de forma oficial en Cuba, lo que obliga a
incrementar las medidas de control para evitar su entrada en relacién a tantos

movimientos intracomunitarios como con terceros paises.

Sin embargo, el acaro Varroa es considerado el agente etiolégico mas importante
de los colmenares, por su amplia distribucidn mundial y el dafio que ocasiona al
sector apicola. La varroosis se ha transformado en el principal obstaculo para el
desarrollo de la apicultura. Afio tras afio, cientos de colmenas mueren como
consecuencia de esta parasitosis. Ademas, se reduce drasticamente la produccién
de miel y los demas productos de las colonias, lo que provoca el deterioro y colapso

a mediano plazo (Masaquiza et al. 2019).

Se han descrito cuatro especies ectoparasitas: Varroa jacobsoni Oudemans, V.
underwoodi, V. rindereri y V. destructor. Siendo este ultimo (Varroa destructor) la
plaga mas devastadora de la abeja melifera occidental, Apis mellifera Linneus
(Hymenoptera: Apidae). V. destructor carece de una etapa de vida libre e
independiente de las abejas. El ciclo de vida del 4caro esta estrechamente ajustado,
altamente dependiente del de la abeja y presenta aspectos morfologicos que
demuestran su alta adaptacion al parasitismo: su forma esférica aplanada; la
situacion de las extremidades en la mitad anterior para una mejor sujecion en su
hospedador; la maduracién de los espermatozoides que ocurre en las
espermatecas del aparato reproductor femenino (reina); los 6rganos sensoriales,
que algunos extractos quimicos de la cuticula de las larvas y de su alimento,

estimulan la ovoposicion y atraccion de los acaros (OIE, 2021).

En cambio, el ciclo de vida de los acaros hembra consta de dos fases distintas
(figura 6): la fase de dispersion, en la que V. destructor parasita a las abejas adultas,
aprovechando la oportunidad para usarlas como vehiculo de transporte dentro de la

colonia o entre colonias, y la fase reproductiva, en la cual los acaros parasitan las
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larvas de zanganos u obreras justo antes de la operculacion y se reproducen dentro
de las celdas operculadas de zanganos y obreras. Los acaros machos tienen una
vida corta y solo se pueden encontrar durante la fase reproductiva dentro de las

celdas de cria operculadas (OIE, 2021).

—

T

i/
\

e

{ =

Dispersal phase
1

\C_ ~

Reproductive phase
1

Figura 6: Ciclo de vida de V. destructor: fase dispersion y reproduccion (Tomado de
OIE, 2021).

El acaro (V. destructor) dafa el tegumento de la abeja, debilitandola fisica y
fisioldgicamente, al deprimir su sistema inmune y favorecer la susceptibilidad a
desarrollar enfermedades bacterianas, fungicas o virales. Se ha demostrado que V.
destructor puede actuar como vector del virus del ala deformada (DWV), el virus de
la paralisis aguda de las abejas (ABPV), el virus de la abeja de Cachemira (KBV)y

el virus de la paralisis aguda israeli (IAPV) entre otros (OIE, 2021).

En Cuba se diagnostico la presencia de Varroa destructor en 1996 y transformo la
apicultura cubana; este parasito indujo cambios significativos en el manejo de las
colmenas, lo que en combinacion con los problemas econdémicos que tuvo que
enfrentar el pais y en consecuencia la apicultura, incidieron de forma negativa en el

parque de colmenas y provoco la pérdida de unas 60 000 familias de las que se
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recuperaron unas 40 000. La enfermedad parasitaria indujo cambios significativos
en el manejo de las colmenas y en consecuencia para la apicultura cubana. V.
destructor, debilita la, al deprimir su sistema inmune y favorecer la infeccion por

otros patégenos, es letal si no se trata adecuadamente (Pérez, 2017).
1.8. Probiodticos. Su empleo en la apicultura

Desde hace algunos afios, a nivel mundial se ha dado a conocer la necesidad de
sustituir los antibioticos promotores del crecimiento (APC) utilizados como aditivos
alimentarios en la produccion animal, por otros aditivos alternativos que sean
compatibles con el medio ambiente y que eviten efectos negativos en la salud
humana, tales como los probidticos. Estas se usan para mejorar la salud del tracto
gastrointestinal y solo son efectivas cuando sus necesidades nutricionales para el

crecimiento son cubiertas (Florencia et al., 2018).

Se denomina probidtico a un monocultivo o un cultivo mixto de microorganismos
vivos, cuya administracion ejerce algun efecto beneficioso sobre animales o
humanos al ser consumido (de Melo, 2018). En las ultimas décadas se constata que
los probidticos y los extractos de plantas son los mas utilizados para mejorar los
indicadores productivos y de salud. Su empleo es una practica ampliamente
utilizada, tanto en humanos, como en animales (Milian et al., 2023).

Los microorganismos que colonizan plantas y animales son parte constitutiva,
funcional y no prescindible del organismo anfitrion. Una microbiota desequilibrada
puede ser causa de enfermedad, afectar el desarrollo corporal, alterar la regulacion
del sistema inmunitario y del metabolismo, e incluso, influir negativamente en la
conducta (Milian et al., 2021).

Los aditivos probidticos se suministran con el propdsito de ser utilizados como
promotores del crecimiento animal, pues mejoran la composicion del microbioma
intestinal y la eficiencia en el uso de los alimentos, estimulan el sistema inmune e
inhiben a microorganismos patdgenos sin la utilizacién de antibidticos. En el ambito
internacional se trabaja en la incorporacién a la produccién animal de aditivos

zootécnicos que posean actividad probidtica (Milian et al., 2021).
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Existen innumerables referencias actualmente dedicadas a la seleccion y
caracterizacion de nuevas especies y cepas mas especificas de bacterias
probidticas. Los estudios adoptan los criterios de seleccion basicos establecidos por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incluida la capacidad de adhesién al
epitelio y la actividad antimicrobiana. Estos aspectos se aplican para garantizar que
el probiético candidato pueda soportar las condiciones estresantes del sistema

digestivo y ejercer propiedades funcionales (de Melo, 2018).

Segun Antunez, (2012), los probiodticos pueden disminuir la tasa de mortalidad a
causa de severas infecciones en las abejas. El autor sefald, que los principales
criterios de seleccion de las cepas probidticas para abejas son: resistir altas
concentraciones de azucares, tener alta capacidad de crecimiento en el medio,
producir sustancias antimicrobianas frente a los patégenos de las abejas, crecer a
diferentes pH, estimular el sistema inmunolégico de las abejas, mejorar la salud y la
produccién de miel y ser inocuo para las larvas o abejas adultas y no provocar

toxicidad.

Aunque los probidticos pueden ser beneficiosos para la salud de las abejas, es
importante realizar pruebas para asegurarse de que no tienen efectos colaterales
negativos. En este sentido, especialistas del grupo de aditivos nutricionales del
Centro de Estudios Biotecnologicos (CEBIO) de la Universidad de Matanzas,
cuentan con la experiencia necesaria para la obtencion de biopreparados

probidticos y su aplicacion en animales de interés zootécnico.

Desde hace cuatro afios la UM trabaja de conjunto con la UEB Apicola Matanzas,
en un proyecto CITMA Territorial cuya tarea principal esta dirigida a obtener un
biopreparado probiético, a partir de cepas de lactobacilos aisladas del tracto
gastrointestinal (TGI) de abejas Melipona beecheii y su miel. En la presente tesis se
evalua la toxicidad de este biopreparado con potencial probidtico para su aplicacion
inocua y segura en las poblaciones de abejas Apis mellifera. Actualmente el CEBIO,
investiga en la seleccion e identificacion de otras cepas con potencial probiotico
(Bacillus spp. y levaduras) y evalua la actividad antimicrobiana de mieles de Apis

mellifera y Melipona beecheii ante microorganismos patégenos.
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1.8.1. Empleo de Bacillus spp y Lactobacillus spp. en la apicultura

Numerosas investigaciones indican que las especies de Bacillus spp. y
Lactobacillus spp. son las mas utilizadas como candidatos con potencial probidtico,
ya que poseen el requisito principal de sobrevivir a la extrema acidez del estbmago,
tolerar las sales biliares y otras condiciones hostiles del TGI, ademas, de tener

buena adherencia y propiedades bioterapéuticas (Florencia et al., 2018).

Segun Alippi y Lopez (2018) el tratamiento con antibioticos ha provocado la
aparicion de cepas resistentes a los antibidticos, lo que exige tratamientos
alternativos seguros que puedan controlar las enfermedades. Bacillus spp. vy
Lactobacillus spp. tienen aplicaciones potenciales en la apicultura y la produccion
de miel, juegan un papel importante en la salud general de las abejas y la prevencién
de enfermedades, el fortalecimiento de su sistema inmunoldgico y la mejora de la

calidad de la miel y otros productos apicolas.

Florencia et al. (2018), demostraron el potencial probi6tico que tienen las cepas de
Bacillus 4A, 230P y 86B aislados de mieles y polen proveniente de abejas nativas
sin aguijon. Las mismas mostraron un marcado efecto probidtico en el control de
patdgenos como: Listeria innocua 6a, L. innocua 7, L. monocytogenes ATCC 7644,
Pseudomonas aureuginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Estudios realizados por Ruiz et al. (2021),
demuestran el efecto antifungico de la bacteria Bacillus subtilis frente a los hongos
Aspergillus nigri y Penicillium serie crhysogenum aislados de las cuticulas de

hormigas establecidas en colmenas de Apis mellifera L.

Investigaciones realizadas por Audisio (2017), informan que los recuentos de
esporas de Nosema spp. y Varroa spp. en las colmenas tratadas, con la cepa B.
subtilis subsp, fueron mas bajos que en las del grupo control. Estos resultados
indican que la cepa probiotica (B. subtilis subsp) favorecio la productividad de las
abejas. En primer lugar, porque el microorganismo estimuld la puesta de huevos de
la reina, lo que se tradujo en un mayor numero de abejas y, en consecuencia, mas

produccién de miel. En segundo lugar, porque redujo la prevalencia de dos
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enfermedades importantes de las abejas en todo el mundo: la nosemosis y la

varroosis.

En un ensayo a nivel de laboratorio Hernandez et al. (2021), utilizaron especies de
Bacillus ssp. y Brevibacillus ssp., asociadas con abejas meliferas, como alternativa
natural para el control de AFB y cria yesificada. En los resultados se observo la
inhibicién de los patdégenos, causantes de dichas enfermedades, ante la presencia
de las cepas probidticas. Este experimento constituye el primer estudio de
asociaciones entre la presencia de genes relacionados con la sintesis de péptidos

antimicrobianos y su antagonismo ante P. larvae y A. apis.

Por otra parte, Audisio et al. 2018) afirman que los lactobacilos también se han
estudiado como una posible forma de controlar a la bacteria Paenibacillus larvae.
Algunos estudios demuestran que ciertas cepas de lactobacilos tienen la capacidad
de inhibir el crecimiento de esta bacteria, lo que sugiere que podrian ser utilizados

como agentes probidticos para prevenir esta enfermedad en las colonias de abejas.

Truong et al. (2023), identificaron 20 cepas del género Lactobacillus con
propiedades antimicrobianas contra P. larvae. Los autores evaluaron tres cepas
representativas de diferentes especies (L. apis HSY8 B25, L. panisapium PKH2_L3
y L. melliventris HSY3 B5) como posibles candidatos a probidticos y se
seleccionaron para el desarrollo de probiodticos para la prevenciéon de BAAR. Es
importante destacar que la especie L. panisapium aislada de larvas se identificé por
primera vez con actividad antimicrobiana en este estudio. Paenibacillus larvae es
peligrosa y amenaza la apicultura. Se espera que el método de tratamiento
ecologico que utiliza probidticos sea el método prospectivo para controlar este

patégeno en las abejas meliferas.

La aplicacion de bacilos y lactobacilos en la apicultura tiene el potencial de mejorar
la salud y la productividad de las colonias de abejas. Estos microorganismos
beneficiosos pudieran ser utilizados como suplementos alimenticios en los jarabes
0 como agentes probidticos para promover el bienestar de las abejas y la
sostenibilidad de la apicultura.
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1.9. Estudios toxicoldgicos en abejas Apis mellifera

Las abejas como agentes polinizadores garantizan las condiciones de
biodiversidad, generan impactos positivos sobre las producciones agricolas que
permiten mejores rendimientos. Sin embargo, constantemente se encuentran
expuestas a la presencia de sustancias téxicas, fundamentalmente agroquimicos
empleados para desarrollar la agricultura. La presencia de sustancias toxicas en el
medio ambiente, puede ser un factor perjudicial para la salud de las colonias de
abejas. Los agroquimicos son de particular interés a causa de los posibles efectos
subletales en abejas individuales y en la colonia, lo cual produce posiblemente su

pérdida e incluso, la de apiarios completos (Noel et al., 2020).

Segun describe Rodriguez (2019), la evaluacién del riesgo potencial que representa
para los insectos polinizadores el uso de productos agroquimicos, esta compuesta
por el estudio de: a) la toxicidad oral aguda; b) la toxicidad de contacto. Donde a) y
b) se expresan como Dosis Letal Media (DL50) oral y de contacto y se definen como:
‘la dosis letal que mata al 50% de la poblacion en estudio, por via sistémica o de
contacto”, ¢) indice de exposicion a la toxicidad y d) resultados de semi pruebas de
campo (p. €j., mortalidad de abejas directa o diferida), que destacan el impacto en

el desarrollo de la cria y las habilidades de alimentacion.

Los datos de los calculos de DL50 oral se pueden utilizar para generar el Coeficiente
de Riesgo (CR) para cada compuesto de interés. Dicho calculo (DL50) proporciona
un valor bruto solamente. Este resultado tiene que estar relacionado con la
exposicion de las abejas meliferas en condiciones de campo. Se define CR como la
relacion entre la exposicion potencial a una sustancia y el nivel en el que no se
esperan efectos adversos, es decir, cuanto mayor sea el nivel sin efecto toxico

observable menor peligrosidad presentara el producto (Rodriguez 2019).

Cuando el CR < 50, el producto puede considerarse de bajo riesgo agudo para las
abejas meliferas. EI CR no predice la toxicidad del producto para la cria ni la

ocurrencia de ningun efecto subletal en adultos o crias. Cuando el CR > 50, se
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requieren mas pruebas en condiciones de campo o0 semicampo para una mejor

evaluacion del impacto (Rodriguez, 2019).

En casi toda Latinoamérica y el Caribe los agroquimicos siguen siendo de libre uso
en la agricultura, sin ninguna prevencion ni restriccion. Sin embargo, causan
severos dafios a las poblaciones de abejas y otros insectos. La Oficina de
Prevencion, Plaguicidas y Sustancias Toxicas (OPPTS) de los Estados Unidos,
elabor6 una serie de guias de pruebas que se desarrollan para evaluar el uso de
pesticidas y sustancias toxicas. Esta guia esta destinada a cumplir con las pruebas
de requisitos de insecticidas, fungicidas y rodenticidas antes de su exposicion al

medio ambiente (Rodriguez, 2019).

Carrasco-Letelier et al., (2012) evaluaron la toxicidad aguda por contacto del acido
oxalico (OA) en una subespecie polihibrida de abeja (Apis mellifera) y determinaron
la dosis letal media (DL50), asi como el nivel sin efecto observado y el nivel mas
bajo. La dosis que se determind segun la evaluacioén realizada fue de 3,1 g de OA
por colmena. Los resultados también resaltan algunas diferencias entre el valor
DL50 en las abejas SWZU (548,95 ug OA por abeja) y algunos valores DL50

publicados para otras subespecies de abejas.

En Cuba, desde hace varios afnos se lleva a cabo un Plan de Monitoreo y Vigilancia
de Residuos Quimicos en la Miel de Abeja. El mismo mostré que el 2019 resulté ser
el mas afectado y la provincia de Matanzas la mas contaminada (16,7%) con
residuos quimicos. Estos incluyen acaricidas, acidos organicos, insecticidas,
fungicidas, herbicidas, y bactericidas. El uso desmedido de estos productos conlleva
un riesgo para la salud de las abejas y la contaminacion directa de la miel y otros

productos de la colmena (Bello et al., 2022).

Los estudios toxicologicos en Apis mellifera, se realizan para conocer los efectos
nocivos que causan las sustancias que se exponen al medio ambiente o aquellas
empleadas para controlar plagas o erradicar enfermedades. La literatura cientifica
actual propone alternativas naturales e inocuas que no dejen residuos quimicos en

las colmenas ni en sus productos derivados (Moharrami et al., 2022).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Elaborar en condiciones de laboratorio el biopreparado con potencial
probidtico a partir de la cepa de Lactobacillus L 31 aislada del tracto digestivo

de Melipona beecheii.

El biopreparado con potencial probiético se elaboré en el laboratorio de
microbiologia, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Matanzas (UM). En la tabla 2 se muestra la composicion del medio

para elaborar un litro del preparado microbiano.

Tabla 2: Composicion del medio para elaborar el biopreparado probidtico.

Composicién g.L"!
Miel final de cafia (36 % azucares reductores totales) 63,0
HELSc (8,8 % nitrogeno total) 41,0
KoHPO4 2,0
MgSO47H20 0,2
MnSQO4H20 0,02

Una vez preparado el medio (tabla 2) se ajustd el pH a 6,5 con una solucién de
hidroxido de sodio (NaOH) a una concentracion de 1 mol.L"" se esterilizd en
autoclave (LDZM-80KCS) a 121°C por 15 min y posteriormente se inoculd el

microorganismo con potencial probidtico (Lactobacillus L 31).

Microorganismos e inoculacion: El microorganismo inoculado pertenece al banco
de cepas del Centro de Estudios Biotecnolégicos (CEBIO), de la UM. El mismo
(Lactobacillus L31) fue aislado del tracto digestivo de abejas Melipona beecheii
sanas. La cepa Lactobacillus L 31 (inéculo), se cultivd en caldo MRS (BioCen) por
18 h a 37 °C (incubadora, Boxun) en condiciones estaticas y posteriormente se
realiz la inoculacion al medio (tabla 2) de 112 mL.L™" con una concentracion de
10% ufc.mL™". A partir de la inoculaciéon se desarrolla el crecimiento de la cepa por
24 h a 37 °C (incubadora, Boxun) en condiciones estatica. El biopreparado
elaborado se conservé en condiciones refrigeradas a una temperatura entre 4 y 8
°C hasta su utilizacion. Para determinar su calidad se realizaron los conteos de

viables y la determinacién del pH.
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Conteo de viables: Para efectuar el conteo de Lactobacillus L 31 se realizaron
diluciones seriadas de la muestra en una relacion de inoculacion de 1:10 (v/v) en
agua de peptona (1% de peptona bacteriologica) (OXOID), desde 10" hasta 10'2.
Las tres ultimas diluciones se sembraron individualmente (1 mL) a profundidad en
placas con doble capa de agar MRS (BioCen). Esta operacién se replicé tres veces
y las placas se incubaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis por 48 h.
Posteriormente, el numero de unidades formadoras de colonias (ufc) se determiné

bajo lupa por conteo visual de colonias.

Determinacion de pH: para determinar el pH se realizaron tres repeticiones. Estas
fueron obtenidas de dos mediciones, las cuales fueron promediadas. La medicién

de los valores de pH se realiz6 en un pHmetro digital (Sartorius Meter PP-25).

2.2 Evaluar “in vivo” la toxicidad del biopreparado probiético sobre

poblaciones de abejas meliferas en condiciones controladas.

La evaluacion “in vivo” de la toxicidad del biopreparado probidtico sobre las
poblaciones de abejas meliferas, bajo condiciones controladas, se realizd en el
laboratorio de Microbiologia de la UM, durante diez dias en el mes de noviembre
del afo 2023. Para llevar a cabo esta evaluacion se siguié el protocolo descrito por

el Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apicola (LARISA).
Condiciones experimentales y tratamientos

Las abejas utilizadas en el experimento procedian de un Centro de Crias de Abejas
Reinas, epizootiolégicamente evaluado como saludable, perteneciente a la UEB
Apicola Matanzas, ubicada en el municipio de Jovellanos. Las abejas y sus reinas
se seleccionaron de diez nucleos de fecundacién con iguales condiciones de
tenencia y fortaleza, para mantener la mayor homogeneidad en la poblacién de
abejas. Las abejas se alojaron en cajas de madera y cristal disefadas por
especialistas de la propia empresa. Estas cajas se conformaron con las siguientes

dimensiones: 41cm de largo, 9 cm de ancho y 29 cm de altura.

En cada caja se introdujo un panal de crias con su reina; las abejas fueron
previamente inmovilizadas por congelacion durante 10 min, para agregarlas a razon
de 450 y 460 individuos por caja (figura 7). Una vez colocadas las abejas dentro de
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las cajas fueron transportadas hasta la UM. El traslado de las cajas con las abejas
se realizo en un transporte cerrado y en horas tempranas de la manana. Al llegar al
laboratorio se dejaron reposar 24 horas, se enumeraron las cajas de manera

consecutiva para su posterior identificacion en el ensayo in vivo.

Figura 7: Distribucion de las abejas por tratamientos y alimentacion.

Las cajas se mantuvieron estaticas en meseta, en un area oscura protegidas de la
luz directa, a temperatura ambiente (25 — 30 °C, entre 50-60 HR). Durante los dias
que durd el ensayo, se preparo el jarabe diariamente de cada uno de los
tratamientos y se reemplazoé por uno nuevo de similares caracteristicas, quedando

siempre el consumo de las abejas ad libitum.

Preparacion del jarabe. El jarabe (hidromiel) que se utilizd como alimentacion
artificial se formul6 en una proporcion de 1:1 v/v (miel / agua destilada). La hidromiel
se utilizé como dieta para alimentar a las abejas e introducir el biopreparado y las
variantes que conformar los tratamientos. Las abejas se alimentaron a través de
orificios en las tapas de frascos plasticos invertidos (figura 7). Pasado los diez dias

de experimento se mantuvo el alimento porque numerosas abejas sobrevivieron.

Se elaboro un litro del biopreparado probidtico (acapite 2.1) y se centrifugo (T23-
Janetzki) a 5000 rpm durante cinco minutos, para obtener las células de
Lactobacillus L31 y las sustancias posbidticas (sobrenadante). Posteriormente las
células del microorganismo probiético (Lactobacillus L31) se lavaron dos veces con
buffer salino fosfatado estéril (PBS) (ver composicion tabla 3) y luego se
resuspendieron en este mismo buffer.
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Tabla 3: Composicién del PBS 1X.

Reactivos Cantidad
Cloruro de sodio 8.06 g
Cloruro de Potasio 0.22g¢g
Hidrogeno fosfato de sodio (Na2HPO04) 1.15¢g
Hidrogeno fosfato de potasio (KH2PO4) 0.20 g
Agua destilada 1000 mL
pH 7.4

Tratamientos establecidos: El| biopreparado y sus variantes (células de
Lactobacillus L31 y las sustancias posbidticas) se inocularon en la hidromiel en una
proporcion de 1:50 (v/v) (variante del biopreparado / hidromiel). A partir de estas

variantes se establecieron los tratamientos que se describen a continuacion:
Tratamiento 1: Grupo control: Hidromiel

Tratamiento 2: Grupo hidromiel + biopreparado

Tratamiento 3: Grupo hidromiel + células de Lactobacillus L31

Tratamiento 4: Grupo hidromiel + sustancias posbidticas producidas por

Lactobacillus L31.

Disefio experimental. Las cajas para la administracion del jarabe con los
tratamientos se conformaron segun se refleja en la tabla 4. De las diez cajas se

seleccionaron ocho (dos cajas por tratamiento) para el ensayo in vivo.

Tabla 4: Conformacion de los grupos para el ensayo in vivo.

Tratamiento recibido Caja N.°
Abejas que recibieron el tratamiento 1 (control) Cajaly2
Abejas que recibieron el tratamiento 2 Caja3yb
Abejas que recibieron el tratamiento 3 Cajaby8
Abejas que recibieron el tratamiento 4 Caja9y 10
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Variables monitoreadas para evaluar la toxicidad del biopreparado probiético

Mortalidad: Esta variable se monitoreé diariamente durante los dias que duré la
investigacion. Al final del ensayo a partir de las abejas muertas y las sobrevivientes
se logré determinar la totalidad de las abejas y la tasa de mortalidad diaria y en el

periodo (numero de muertas/total de abejas).

Consumo de Jarabe: El consumo se observo cada 24 h. La cantidad de jarabe
afadido durante los diez dias del experimento fue anotada para evaluar el consumo

total y compararlo entre los grupos.

Sintomatologia de enfermedad/signos de enfermedad. Se chequed diariamente
mediante el método de la observacién visual del insecto, asi como la deposicion de
las heces durante su movimiento por el fondo y el derramamiento de estas en el
cristal frontal de las cajas. Se dejé constancia de la sintomatologia observada en
cada grupo de abejas, resaltando los que mostraban dificultad locomotora, alas

dobladas y distension del abdomen por el acumulo de heces en ellos.

Estado sanitario. Para evaluar el estatus sanitario de la poblacion de abejas se
realizé un control diagndstico al final del experimento (10 d), midiéndose los niveles
de infestacion de las principales enfermedades declaradas por el sistema de
vigilancia Estatal de Sanidad Animal; se siguieron los protocolos descritos en las
normas cubanas de Varroosis (NC-960, 2018) y Acarapisosis (NC-961, 2018).

Conteos de Lactobacillus spp.: Se realizd en tres momentos (3, 6 y 10 dias). Para
ello se hicieron aislamientos del tracto digestivo de abejas muertas de los
tratamientos 1 control (hidromiel) y tratamiento 2 (biopreparado). La técnica se

efectud de acuerdo a lo descrito anteriormente en el acapite 2.1 (conteo de viables).

Analisis estadistico. Los datos de mortalidad y consumo del jarabe, fueron
tabulados y analizados segun el software estadistico STATGRAPHICS Plus version
5.0 (inglés) (Statgraphics, 2002). Se comprobd que los datos cumplian con la
normalidad, por lo que se aplicé un ANOVA simple para comprobar diferencias entre
tratamientos y la Prueba de Rangos Multiples de Duncan (1955) al 95 % de
probabilidad de confianza. Los conteos de microorganismos viables se
transformaron segun Log N, para garantizar las condiciones de la normalidad en la
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curva de crecimiento. Para su analisis, se aplico la formula (K+N). 10X, donde K es
la constante que representa el logaritmo de la dilucion en la cual se inoculd el
microorganismo; N es el numero de UFC; 10 es la base de los logaritmos y X es la

dilucién a la cual se efectud la inoculacion.

2.3 Valorar el potencial econdmico, social y ambiental del biopreparado

probioético a nivel de produccion.

Se realizé una valoracion integral donde se tuvieron en cuenta aspectos
econdmicos, sociales y ambientales, para estimar los beneficios que aporta la
aplicacion del biopreparado probidtico en las poblaciones de abejas. Para ello, se
procedio a la busqueda de la informacién necesaria de cada uno de los elementos
0 componentes que intervienen en la crianza y manejo de estos insectos, ademas,

se tuvo en cuenta la relacion social y ambiental en que se desarrollan los mismos.

Otros aspectos a considerar fueron los recursos econémicos e insumos materiales
que se utilizan para suplementar la alimentaciéon de las abejas en determinadas
épocas del afio o en condiciones adversas del clima. Los datos, segun los precios
establecidos, fueron aportados por el departamento econémico de la UEB Apicola

Matanzas.
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Elaborar en condiciones de laboratorio el biopreparado con potencial
probiético a partir de la cepa de Lactobacillus L 31 aislada del tracto

digestivo de Melipona beecheii.

Se elabord, en condiciones de laboratorio, un litro de biopreparado a partir de la
cepa de Lactobacillus L 31. Esta bacteria fue aislada del tracto digestivo de abejas
meliponas y seleccionada por su potencial probiotico. Sefalan Truong et al., (2023)
que el género Lactobacillus forma parte de la poblacion microbiana principal del TGl
de las abejas y constituyen sin dudas, los microorganismos que mas se utilizan

como probidticos.

La obtencion de biopreparados probidticos, a partir del aislamiento y seleccion de
microorganismos benéficos procedentes del tracto digestivo de los animales, es el
punto de partida para su aplicacion en la produccion animal (Rondén et al., 2020).
En este sentido, Truong et al., (2023) aislaron de abejas sanas, diferentes cepas de
lactobacilos y seleccionaron (L. apis HSY8 B25, L. panisapium PKH2 L3 y L.
melliventris HSY3_B5) las que tenian el potencial para ser candidatos a probidticos
con propiedades de seguridad para las larvas, inhibicion contra P. larvae en larvas

infectadas y alta capacidad de adhesion.

El biopreparado elaborado en la presente investigacion se realiz6 en un medio
optimizado con materias primas nacionales (miel final de cafia y PROBIOLEV®),
para favorecer el crecimiento de la cepa Lactobacillus L31. Resultado que se

corrobora a través de los conteos de viables realizados y la determinacion del pH.

Se demostro que el biopreparado elaborado tiene un pH de 4,32 y una poblacion de
Lactobacillus L31 superior a 10'> UFC.mL-'. Estos valores muestran la calidad de
su elaboracion. En este sentido Rondon (2009) sefialé que una de las problematicas
actuales de la tecnologia de obtencion de probidticos es precisamente el
establecimiento de medios de cultivo que contribuyan al crecimiento de los cultivos
en concentraciones celulares suficientes que les permitan llegar al TGl y
establecerse en este ecosistema. No se puede hablar de un medio de cultivo unico

o general para cultivar a los probioticos, sino de utilizar en su formulacién materias
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primas que sean facilmente asequibles y garanticen el desarrollo 6ptimo de los

microorganismos.

La elaboracion del presente biopreparado se baso en la experiencia y los resultados
obtenidos por Rondén (2009), cuando disefid un nuevo medio de cultivo para el
crecimiento de Lactobacillus salivarius (MCLs), aislado del TGl de pollos. La
formulacion del mismo se condujo principalmente para la sustitucion de las fuentes
de carbohidratos y proteinas presentes en el medio MRS (medio convencional) por
materias primas de produccién nacional. Segun la autora, los lactobacilos requieren
medios complejos con diversos aminoacidos, vitaminas, factores de crecimiento,
carbohidratos fermentables, etc., que estimulan su crecimiento. En este caso, la miel
final de cafia y PROBIOLEV® (componentes nacionales) aportan las
concentraciones 6ptimas de azucares reductores totales (ART) y nitrégeno total
(NT) para favorecer la poblacion de Lactobacillus salivarius (1X10'? ufc.mL"),
resultado que se corresponde con el de la presente investigacion para Lactobacillus

L31, aislado de abejas.

Estos resultados indican que la composicidon 6ptima de azucares reductores totales
y nitrogeno total, cubrié los requerimientos nutricionales de los lactobacilos

(Lactobacillus salivarius y L31) que se cultivaron.

Tradicionalmente el control de calidad para los cultivos probidticos en los alimentos
se basa unicamente en pruebas que garantizan la poblacion adecuada de bacterias
viables en los productos durante toda su vida util. La viabilidad es un factor
importante, pero no el unico criterio para garantizar la calidad. Los biopreparados
probidticos deben presentar una poblacién microbiana en el orden de 10° ufc.mL"’

0 mayor, para ser aplicados a los animales (Antunez, 2012).

Por otra parte, resulta importante destacar que, en los momentos actuales, la
obtencion de biopreparados probidticos a partir de componentes de origen nacional,
reduce su costo de produccion y constituye una opcién biotecnoldgica cubana de

interés para la produccion animal en Cuba.

35



Evaluar “in vivo” la toxicidad del biopreparado probiético sobre poblaciones

de abejas meliferas en condiciones controladas.

El biopreparado probidtico suministrado, en ninguna de sus variantes, mostro signos
de intoxicacién en las abejas evaluadas. Durante el ensayo in vivo no se observo
sintomas de enfermedad y el estado sanitario de las colonias fue favorable para los
cuatro tratamientos. Sin embargo, se observé que, con la aplicacion del aditivo
microbiano, se redujo la cantidad de abejas muertas en el periodo evaluado. La
tabla 5 muestra los resultados de la mortalidad diaria observada en las abejas,
durante los diez dias. Se aprecian diferencias (P<0,05) entre los tratamientos. Se
observo que el grupo control (T1) y el T4 (sustancias posbibticas) muestran las

mayores muertes por dia.

Tabla 5: Numero de abejas muertas durante el periodo evaluado.

Numero de
Tratamientos muertes EE P
(media/dia)
1 hidromiel (control) 12,22 0,30
2 (hidromiel + biopreparado) 10,8¢ 0,35
3 (hidromiel + células de L31) 11,3 0,42 0.001
12,32 0.43

4 (hidromiel + sustancias posbiéticas)

a,b, ¢ Medias con letras distintas difieren para P<0,05 (Duncan, 1955). EE. Error estandar.

Por otra parte, los tratamientos T2 y T3; consumo de biopreparado y células de
Lactobacillus L31, respectivamente, manifiestan menor nimero de muertes por dia
y colonias mas fuertes con mayor vitalidad. Estos resultados pudieran estar
asociados a las bondades que les confiere la cepa probidtica ingerida en la
hidromiel.

Lactobacillus spp. es capaz de colonizar el tracto digestivo tanto en el hombre como
en los animales. Esta bacteria desarrolla diferentes mecanismos que favorecen su
resistencia a las condiciones adversas del ecosistema gastrointestinal, ademas de

que poseen la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal, lo que le permite
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excluir a microorganismos patogenos y estimular el sistema inmune. También
produce sustancias antimicrobianas, especialmente acidos organicos, bacteriocinas
y peréxido de hidrégeno, y enzimas especificas que podrian contribuir a mejorar la
digestibilidad de los componentes de la dieta (Rondon et al.,, 2020). Por estas
razones, son diversas las investigaciones que se realizan con el proposito de
evaluar su efecto en la salud de los animales.

En este sentido, Audisio y Benitez-Ahrendts (2011), en colonias de abejas,
administraron una vez al mes las células de Lactobacillus johnsonii y observaron
que a los tres meses aumentaba el area de cria abierta y operculada, el estimulo de
la ovipostura de la reina, el nimero de abejas y el rendimiento en miel. Sefiald
Audisio (2017) que, ante la presencia de las enfermedades en las abejas, una
posible solucion natural al problema consistiria en completar la maduracion de la
microbiota intestinal de la larva o fortalecerla con la administracion de
microorganismos beneficiosos como las cepas de Lactobacillus o algunas de
Bacillus.

Se plantea que una de las especies dominantes en el tracto digestivo de abejas
meliferas es Lactobacillus kunkeei. El rol ecologico de este microorganismo en el
tracto de estos insectos es aun desconocido, pero se observo in vitro que es capaz
de inhibir a bacterias y levaduras patdogenas de las abejas. Adicionalmente se
comprob6 que la morbilidad de las larvas de abejas infectadas por patdégenos
disminuia cuando estas se suplementaban con un coctel de L. kunkeei y otras
bacterias productoras de acido lactico (Al-Ghamdi et al., 2020).

Investigaciones realizadas por Truong et al. (2023), demuestran que diferentes
cepas de lactobacilos, aisladas de abejas adultas, crias y panales, colonizaron el
microbioma intestinal de estas por lo cual, pueden ser usados como cepas
probidticas seguras ya que ejercen efectos beneficiosos para la salud y la vitalidad
de estos insectos.

La cepa de Lactobacillus L31, que se utilizé para elaborar el biopreparado aplicado
en la presente investigacion, fue aislada del tracto digestivo de abejas meliponas. A
pesar de que, en la literatura cientifica consultada, practicamente no existe

informacién acerca de su microbiota, se conoce que son mas resistentes a las
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enfermedades que Apis mellifera. Los resultados del ensayo in vivo realizado en la
presente investigacidon muestran, que el suministro de la cepa candidata a probidtico
favorece la vitalidad de las abejas que lo consumieron. En la tabla 6 se expone el
porcentaje de mortalidad por tratamientos durante los diez dias de evaluacién del
biopreparado. Los tratamientos T1 y T4 resultaron los de mayor tasa de mortalidad
y estos difieren (P<0,05) de los tratamientos T2 y T3 donde a pesar de tener menor
numero de muertes mantienen la fortaleza y vitalidad de la colonia, posterior al
periodo experimental.

Tabla 6: Comportamiento (%) de la mortalidad durante el ensayo in vivo.

Tratamientos Mortalidad (%) EE P
1 hidromiel (control) 26,542 0,22
2 (hidromiel + biopreparado) 23,52 0,21
3 (hidromiel + células de L31) 24,55 045 | 0.001
4 (hidromiel + sustancias posbioéticas) 27,082 0,36

a,b Medias con letras distintas difieren para P<0,05 (Duncan, 1955). EE. Error estandar.

Estos resultados pudieran estar relacionados con el suministro del alimento artificial,
donde en los tratamientos T1y T4 la dieta se basé en hidromiel (T1) ademas de las
sustancias posbioticas (T4), por tanto, la poblacion de lactobacilos que recibieron
estas abejas fue inferior a la suministrada en los tratamientos T2 y T3, donde
ademas de la hidromiel, el biopreparado (T2) y las células de L31 (T3) aportan
bacterias viables (108 ufc.mL") de este microorganismos (L31).

Por otra parte, estos resultados se encuentran en correspondencia con los conteos
de viables realizados a la hidromiel (1X10* ufc.mL") y al biopreparado probiético
(3,2X107 ufc.mL"). A la vez, se asocian, a los conteos de lactobacilo realizados a
partir del contenido intestinal de las abejas de los tratamientos T1, T2 y T3. El
suministro del aditivo microbiano favorecié la presencia de esta bacteria en el TGI
de las abejas evaluadas (anexo 1).

En la figura 8 se muestra como las abejas que recibieron el biopreparado y las

células de lactobacilo L31 (T2 y T3) en la hidromiel, tienen mayor poblacion de esta
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bacteria en su contenido intestinal. En los tres momentos de muestreo los conteos

de lactobacilos de los tratamientos T2 y T3 superan al T1 (control).
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Figura 8: Conteo de Lactobacillus aislados del tracto digestivo de abejas con
diferentes tratamientos. Para ambos casos P<0,0001. EE=0,0009 (3 dias);
EE=0,0025 (6 dias); EE=0,0023 (10 dias).

En correspondencia con este resultado se observd que el consumo de alimento
también difiere (P<0,05) entre grupos experimentales. En la tabla 7 se muestra el
consumo del alimento artificial por tratamientos. Los T2 y T3 fueron los que mayor
consumo realizaron durante el ensayo, seguidos por los T1y T4.

Tabla 7: Consumo de jarabe durante el ensayo in vivo.

Tratamientos Consumo (mL.d™") EE P
1 hidromiel (control) 10,72¢ 0,34
2 (hidromiel + biopreparado) 18,162 0,33
3 (hidromiel + células de L31) 13,52° 0,27 0.001
4 (hidromiel + sustancias posbiéticas) 8,85¢ 0,57

a,b, ¢, d Medias con letras distintas difieren para P<0,05 (Duncan, 1955). EE. Error estandar.
Truong et al. (2023) estudiaron la comunidad microbiana de las abejas y

demostraron que los lactobacilos aislados de ellas tienen potencial para ejercerse
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como cepas probidticas. La presencia de esta bacteria en las abejas incrementa el
estado de eubiosis y proliferan las bacterias nativas o beneficiosas del tracto

gastrointestinal, lo cual mejora la fisiologia y salud de estos insectos.

3.2 Valorar el potencial econémico, social y ambiental del biopreparado

probiodtico a nivel de produccion.

La apicultura analizada desde el punto de vista agroecoldgico, implica un reto,
debido a que es una actividad que beneficia tanto al hombre como a su entorno,
ademas, econdmicamente cobra un rol sustancial. El papel que juegan las abejas
en el medio ambiente es fundamental; su labor de polinizacién es insustituible. Sin
polinizadores, un tercio de nuestra alimentacion desapareceria. De ahi, la

importancia de garantizar la salud y la productividad de las abejas.

La apicultura es valorada por los productos que se obtienen de ella y todos con alto
valor bioldgico, por lo que resulta imprescindible garantizar las buenas practicas de
manejo en los apiarios y su entorno. Debido a los servicios que prestan las abejas
en la polinizacién de cultivos, se hace necesario mantener un control sobre el uso
de los agroquimicos empleados para desarrollar la agricultura. Estos aun usados en
dosis bajas repercuten en la salud de las abejas. Ademas, se emplean acaricidas e
insecticidas, para el control de plagas y enfermedades, que dejan residuos toxicos

para las abejas y contaminantes quimicos en sus producciones.

Los biopreparados probiéticos son productos naturales, inocuos y seguros, que no
dejan residuos quimicos en los animales que lo consumen, ni en sus producciones.
Ademas, como se ha expresado anteriormente reportan beneficios para la salud y
juegan un importante papel en la prevencion de enfermedades. Estos aditivos
microbianos contribuyen a desarrollar el sistema inmune y hacen a las abejas mas

resistente a las adversidades de su entorno.

Desde el punto de vista ambiental, el uso de un biopreparado probiético puede traer
consigo un impacto positivo, ya que, si contamos con abejas sanas y mas resistente
a las enfermedades, disminuye la pérdida de sus poblaciones e incrementa el

numero de abejas, las cuales tienen como funcién imprescindible la polinizacién de
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las plantas. A su vez aumenta la produccion de miel y los productos de la colmena.
Esto beneficia el incremento de la produccion apicola, trae consigo un valor
econémico significativo para los apicultores, eleva la inocuidad y garantiza la
seguridad alimentaria de los consumidores, en aras de mitigar riesgos en la cadena

productiva de la miel.

Las abejas meliferas se alimentan de manera natural de miel, polen, néctar y agua,
de acuerdo a su entorno, salen a la busqueda de los alimentos solicitados por la
colmena para mantenerse vivas, desarrollarse y multiplicarse. Sin embargo, en el
transcurso de la temporada de escasez alimentaria, el apicultor tiene que intervenir

para mejorar el estado general de la colmena.

En Cuba esta temporada transcurre entre el mes de agosto y la primera quincena
de septiembre; por lo que el apicultor debe apoyar la alimentacion de las
poblaciones de abejas con un jarabe suplementario a base de azucar cruda y agua

donde se mezclan en una proporcion de 25% de azucar y 75% de agua.

Debido a la ausencia en el mercado estatal y los altos precios del azucar en el sector
privado, los productores han creado alternativas para asegurar la alimentacion de
sus abejas y sustituir el azucar crudo por la miel de tercera clase. Esta miel no
cumple los parametros de comercializacion y exportacion, por lo que los productores
la utilizan como jarabe suplementario, en una proporcién 1:1, para aplicarla en la

época de hambruna.

En un apiario de 35 a 40 colmenas se les suministra, como promedio, 1,5 L de jarabe
por colmena. En un mes, se invierten 60 L por semana para alimentar al total de las
abejas. En temporada de escasez alimentaria se tiene que invertir 2,4 t de miel de
tercera clase con un precio de 15000 CUP, generando un costo total de 36000 CUP.
El biopreparado probiotico, a un costo de 30,43 CUP por litro, se pudiera agregar a
este jarabe y ademas de reforzar su calidad le daria un valor agregado al mismo.
Su impacto sera significativo y contribuye a la conservaciéon de la biodiversidad, la
sostenibilidad de los ecosistemas, beneficiara tanto a los apicultores como a la

sociedad y al medio ambiente en general.
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CONCLUSIONES

. El biopreparado elaborado presenta la calidad adecuada para la evaluacion
de la toxicidad in vivo en las abejas, con un pH de 4,32 y una poblacién de
Lactobacillus L31 superior a 10'2 UFC.mL""

. Las abejas no muestran signos de intoxicacion ante la ingestion de hidromiel
con el biopreparado.

. La aplicacion del biopreparado probiético redujo la mortalidad en la poblacion
de abejas durante el ensayo in vivo.

. La ingestion del biopreparado con potencial probiotico increment6 la
poblacién de Lactobacillus en el trato digestivo de las abejas.

. El biopreparado probidtico, a un costo de 30,43 CUP por litro, tiene potencial
para utilizarse en la apicultura. Constituye una alternativa para la mejora de
la productividad y la salud de las abejas y su impacto sera significativo en la

conservacion de la biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas.
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RECOMENDACIONES

. Concluir las investigaciones del biopreparado con potencial probidtico para
su posterior produccidon y comercializacion entre los apicultores del pais.
. Extender los ensayos realizados a nivel de campo para determinar los

efectos del biopreparado en la productividad y la salud de las colonias.
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Anexos

Anexo 1. Lactobacillus aislado del contenido intestinal de abejas

que consumieron hidromiel con biopreparado probiético
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