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RESUMEN

Las abejas meliferas (Apis melifera) son los principales agentes polinizadores de
cultivos comerciales y de la flora silvestre. 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; sin embargo, las abejas
pueden infectarse por diferentes patdgenos, entre los cuales se encuentran
enfermedades producidas por acaros, bacterias, hongos y virus, las cuales no se
tratan con antibiéticos u otras sustancias quimicas, de ahi que cuando ocurren
grandes infestaciones se practica la quema de las colmenas. En el Centro de
Estudios Biotecnolégicos de la Universidad de Matanzas se trabaja con
biopreparados probidticos con efectos antimicrobianos, de ahi que el presente
trabajo constituye una propuesta de proyecto que tiene como objetivo: Evaluar el
efecto antimicrobiano de un biopreparado probidtico, obtenido a partir de la
microbiota del tracto digestivo y la miel de Melipona beecheii B., frente a
microorganismos patdégenos de Apis mellifera L. Se realizd la busqueda de la
informacion para la fundamentacién, el disefio de métodos y procedimientos de
cada etapa de la investigacion, asi como de la relacién de los recursos y el
presupuesto necesario. Se culmina con el céalculo de un presupuesto global de
39722,00 pesos para la ejecucidon del proyecto en cuatro afos, 1o que pudiera
contribuir a reducir el indice de enfermedades en las abejas y la quema de las
colonias, para asi garantizar la polinizacion y el cuidado del medio ambiente. Se

aumentara ademas la produccion de miel con fines exportables.



ABSTRACT

Honey bees (Apis melifera) are the main pollinating agents of commercial crops and
wild flora. In Cuba, honey from bees and their derivatives are one of the most
important exportable items of the Agroforestry Business Group, of the Ministry of
Agriculture; however, bees can be infected by different pathogens, among which are
diseases caused by mites, bacteria, fungi and viruses, which are not treated with
antibiotics or other chemical substances, hence when large infestations occur,
burning is practiced of the hives. At the Biotechnological Studies Center of the
University of Matanzas, we work with probiotic biopreparations with antimicrobial
effects, which is why the present work is a project proposal that aims to: Evaluate
the antimicrobial effect of a probiotic biopreparation, obtained from the microbiota of
the digestive tract and honey of Melipona beecheii B., against pathogenic
microorganisms of Apis mellifera L. We searched for the information for the rationale,
the design of methods and procedures of each stage of the investigation, as well as
the list of resources and the necessary budget. It culminates with the calculation of
a global budget of 39722.00 CUP for the execution of the project in four years, which
could contribute to reduce the rate of diseases in bees and the burning of colonies,
in order to guarantee pollination and environmental care. The production of honey

for export purposes will also be increased.
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Introduccion



1. INTRODUCCION

La apicultura o el cultivo de abejas es una actividad agropecuaria orientada a la
crianza de abejas (Apis mellifera L.). Esta actividad genera varios impactos
positivos, entre los cuales cabe destacar el importante rol que desempefian las
abejas meliferas en el mantenimiento de casi toda la vida en la tierra, pues son los
principales agentes polinizadores de cultivos comerciales y de la flora silvestre
(Arredondo, 2015). Ademas, intervienen en la produccién de gran cantidad de
productos de interés industrial como la miel, cera, jalea real, propdleos, veneno de
abejas, entre otros productos (SEFC, 2019). Sin embargo, a pesar de su
importancia, actualmente en el mundo se aprecia una disminucion del nimero de

colmenas.

El aumento de la mortalidad de las abejas es atribuible a multiples factores de estrés
que varian en funciéon de la zona geogréfica, las caracteristicas locales o las
condiciones climaticas; y entre estos factores figuran el grave impacto de las
especies exoticas invasoras, como el acaro Varroa destructor, el pequefio
escarabajo de la colmena (Aethina tumida), la avispa asiatica (Vespa velutina) y
Paenibacillus larvae (agente causal de la Loque americana), entre otros (Burnham,
2019). También se debe tener en cuenta los efectos de otros patdégenos animales
como la nhosemosis y de los efectos de ciertas sustancias activas presentes en los
productos fitosanitarios y biocidas, el cambio climético, la degradacion ambiental, la
degeneracion de los habitats y la desaparicion progresiva de las angiospermas
(Manzano, 2018).

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, al aportar anualmente ingresos de unos 20 millones de délares. El
90% de la miel cubana se exporta a Europa principalmente a Alemania, Holanda,
Espafay Suiza y solo el 5% se destina al mercado local (SEFC, 2019).

Debido al estilo de vida colonial de las abejas, ellas pueden infectarse con una gran

variedad de patdgenos, entre los cuales se encuentran enfermedades producidas
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por acaros, bacterias, hongos y virus (DeGrandi y Chen, 2015). En Cuba, cuando
se producen grandes infestaciones por estos patégenos no se aplican
medicamentos, antibidticos ni sustancias quimicas para el tratamiento de las
patologias de las colmenas, solo se practica el Manejo Integrado, que consiste en
el saneamiento de las colmenas, la castra en el apiario, para evitar el transporte de
miel o panales infectados, el cambio de abejas reinas y de ser necesario, se raliza
el sacrificio de las colmenas si se detectan brotes de enfermedades infecciosas
graves, lo que trae consigo la disminucion de las poblaciones de estos insectos
(Pérez, 2017).

Sin embargo, la abeja Melipona beecheii Bennett, que pertenece al grupo de las
“abejas sin aguijon” y se conoce en Cuba como “abeja de la tierra”, a diferencia de
Apis mellifera L., es més resistente a la mayoria de estas enfermedades y se
considera como un género barrera que previene las infecciones (Fernandez et al.,
2018). Vasquez (2014) refiere que las infecciones en estas abejas suelen ser
menos exitosas por su estilo de vida, dotandola de una defensa extra contra

diferentes tipos de patégenos, lo que beneficia su sistema inmune.

La dependencia alimentaria de las abejas con la microbiota asociada, es un tépico
que adquiere gran interés en la comunidad internacional, debido al impacto que
pueden tener en la nutricion y el fortalecimiento del sistema inmune. Es necesario
reconocer que los microorganismos son parte de la dieta de las abejas y su uso
dentro de las actividades apicolas es una ventana de oportunidad en la investigaciéon

de la salud de las colmenas (Anon, 2018).

Especialistas del grupo de Aditivos nutricionales del Centro de Estudios
Biotecnoldgicos de la Universidad de Matanzas, cuentan con la experiencia
necesaria para la obtencion de biopreparados probidticos y su aplicacion en
animales de interés zootécnico. Se conoce que los probidticos inhiben el desarrollo
de microorganismos patdgenos, constituyen la primera barrera del sistema inmune,
mejoran la digestibilidad de los nutrientes y el rendimiento productivo de los

animales.



2. Problema cientifico

En los apiarios se presentan microorganismos patégenos que provocan

enfermedades en las abejas que inciden en la despoblacion de las colmenas.
3. Hipétesis

La obtencién de un biopreparado probidtico con actividad antimicrobiana, elaborado
a partir de la microbiota del tracto digestivo y la miel de Melipona beecheii B.,

permitira inhibir a microorganismos patégenos de Apis mellifera L.



Fundamentacion



4. FUNDAMENTACION
4.1 Importancia de las abejas meliferas (Apis mellifera)

Las abejas son imprescindibles para el ciclo de la vida en la tierra y desarrollan
tareas muy importantes en el medioambiente. Son los principales insectos
encargados de la polinizacion y eso es esencial para la produccion de alimentos, la
diversidad biolégica y la manutencion de ambientes amenazados. La polinizacién
permite la reproduccion de las plantas, lo que da lugar a la produccién de frutos y
de semillas (Paseyro, 2017). Se conoce que en los bosques tropicales, alrededor
del 70% de los arboles son monoicos y por lo mismo, dependen de polinizadores
para su reproduccion. De estos, cerca del 80% son polinizados por insectos, y entre

el 40-50% son abejas (Red por una América Libre de Transgénicos, 2016).

Estos insectos tienen gran importancia debido a la produccion de miel, ceras,
propéleos, las cuales se utilizan para la generaciéon de productos alimenticios,

cosmeéticos, farmacolégicos (Paseyro, 2017).

La abeja melifera (Apis mellifera) es el polinizador mas importante en la agricultura
mundialmente. Sin embargo, desde el afio 2006 hasta el dia de hoy, un
decrecimiento anormal de las colonias de abejas tiene lugar, fenbmeno conocido
como desorden del colapso de las colonias (CCD). EI CCD se describe como el
abandono aparentemente espontaneo de las abejas obreras de las colmenas y las
reinas se quedan acompafiadas de un grupo pequefio de abejas nodrizas. Las
causas especificas de este desorden se desconocen, pero existen algunos factores
gue pueden incidir como: las plagas y enfermedades; el uso de quimicos en las
colonias de abejas y su ambiente circundante; las practicas de mantenimiento de

las abejas; las practicas agricolas y el cambio climatico (Asenjo et al. 2016).
4.2 Historia y desarrollo de la apicultura en Cuba

La apicultura en Cuba tiene su origen entre 1763 y 1764, a raiz del regreso a la

Habana de los colonos espafoles. La abeja cubana actual surge a partir del



resultado de la mezcla de abejas negras europeas (Apis mellifera) y abejas amarillas
(Apis mellifera ligustica), las cuales se introdujeron desde el actual territorio de los

Estados Unidos de Norteamérica (Pérez, 2017).

El desarrollo de la apicultura a partir de 1959, con una flora melifera empobrecida
por siglos de explotacidon forestal indiscriminada, encontré que en esos afos se
alcanzaban producciones de miel de unas 2 000 — 3 000 t anuales. En 1964 se crea
el sector apicola estatal y durante la segunda mitad de la década de los sesenta y
en los setenta, el crecimiento fue constante. La construccion de nuevas carreteras
y camiones, permitio el acceso a zonas de vegetacion antes no explotadas como la
Ciénaga de Zapata y los bosques de manglares tanto de las costas norte y sur; todo
ello permitio valorizar especies meliferas importantes y lograr la produccion de
nuevos tipos de mieles: miel de mangle prieto, miel de soplillo, miel poliflora de las

zonas costeras (Pérez, 2017).

La produccion nacional de miel alcanzé un record en 1983 con 10 212 t, ese fue el
resultado del desarrollo de una apicultura de altos rendimientos, basada en la
trashumancia hacia zonas identificadas como de gran potencial melifero. La crisis
econdmica de los afios 90 y los fendmenos climatologicos posteriores como las
sequias de 2004-2005 y los huracanes del 2008, afectaron la produccién de miel y
su recuperacioén, debido a los grandes dafios ocasionados a la flora meliferay a la
vegetacion en general del pais, especialmente a la zona occidental (Delgado et al.,
2016). No obstante, el Programa de Desarrollo de la Apicultura en Cuba hasta el
2030 prevé inversiones para recuperar y explotar el maximo del potencial melifero
del pais (Pérez, 2017).

4.3 Importancia de las abejas meliferas 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
(Minag), al aportar anualmente ingresos de unos 20 millones de dolares.

Actualmente la apicultura produce un promedio de 8 000 toneladas de miel por afio,



a partir de la actividad de 186 000 colmenas, con un rendimiento per capita de entre
40y 45 kg (Opciones, 2018).

En Cuba ademas de las tradicionales ventas de miel y cera al exterior, se unen o
sumaran laminas de cera, jalea real, suplementos nutricionales, cosméticos,
propdleo y sus derivados, bebidas, velas, bombones y producciones para la
industria farmacéutica. En estos momentos, la miel se destina como insumo para la
produccion de medios bioldgicos utilizados contra plagas, elaborados en Centros
Reproductores de Entoméfagos y Entomopatdégenos (Salomén, 2018). Otro aspecto
importante es la obtencion de diferentes productos nutricionales como los
complementos PANMIEL (Suarez et al., 2017a) y PROPIOMIEL (Vargas et al.,
2017), o en la cosmética para la elaboracion de cremas (Suarez et al., 2017b).

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.
4.4 Caracteristicas generales de Apis mellifera

Se trata de un insecto de color pardo oscuro, con un tamafio aproximado de 1,5 cm
en el caso de las obreras y 2 cm la reina 'y los machos. En la cabeza se encuentran
dos ojos laterales compuestos de numerosas facetas y tres puntos brillantes en lo
alto, que son ojos simples (ocetos). La boca es de tipo lamedor. El tercer par de
patas en las obreras presenta unas cestillas para transportar el polen. El abdomen
esta visiblemente segmentado y las hembras poseen en el ultimo anillo un aguijén
venenoso gque se queda fijado en la herida que produce, de manera que el insecto

acaba muerto (Santiago, 2013).



Viven en colonias muy numerosas que comprenden tres tipos de individuos. Los
machos o zanganos de vida breve y en numero limitado, que tienen funcién
reproductora, las obreras que cumplen con la construccion de la colmena, la
alimentacion de larvas y el aprovisionamiento de viveres y la reina, que es la Unica
hembra fértil, la cual presenta un abdomen muy largo y se dedica exclusivamente a

la puesta de los huevos (Santiago, 2013).
4.5 Anatomia digestiva de Apis mellifera

En las abejas, a través de la digestion, los alimentos sufren la hidrdlisis biolégica
para quedar reducidos a moléculas mas simples, las que pueden ser absorbidas y
utilizadas por las células. De esta manera, algunos alimentos, como la sacarosa,
deben degradarse en su constitucidon quimica a componentes mas sencillos, como
la glucosa y la fructosa. Lo mismo sucede con los acidos grasos y proteinas. En
estos insectos todos estos procesos bioquimicos ocurren en el aparato digestivo, el
cual es un tubo continuo desde la boca hasta el ano, constituido por los siguientes
organos: boca, faringe, es6fago, buche y proventriculo, los cuales forman el
estdmago, el ventriculo, y los intestinos delgado y grueso. Asociados al aparato
digestivo estan: los tubulos de Malpighi, las glandulas labiales del térax y la cabeza,
las glandulas hipofaringeas y los érganos rectales (Anon, 2017). En la figura 1 se

presentan las partes de este sistema.
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Figura 1. Anatomia de Apis mellifera (Tomado de Anon, 2017).

Mattila et al. (2012) y Vazquez et al. (2015) refieren que las abejas transforman el
néctar de las plantas en miel, la cual provee a la colonia de su fuente primaria de
carbohidratos, cantidades de aminoacidos y vitaminas. El polen provisiona a las
abejas de casi todos sus nutrientes, entre los cuales se incluyen aminoacidos,
lipidos, vitaminas y minerales. Sin embargo, estos compuestos intracelulares no
estan facilmente asequibles, ya que cada grano de polen tiene una pared celular
guimicamente dificil de degradar (presencia de una capa resistente de

esporopolenina y otra capa de celulosa).

4.6 Comunidad intestinal de la abeja meliferay su rol en la nutricion y salud

de la colmena

Las asociaciones simbidticas entre bacterias e insectos son comunes en la
naturaleza (Tamarit et al., 2015). Segun Moran (2015), el tracto digestivo de las
abejas contiene una comunidad distintiva de especies bacterianas. Estas son
microarofilas o anerobias y no son facilmente cultivables a nivel de laboratorio. Estas
especies incluyen a bacterias Gram negativas como Gilliamella apicola y
Snodgrassella alvi, y Gram positivas como Lactobacillus y Bifidobacterium. Esta

autora plantea que estos microorganismos parecen haber pasado por un proceso



de coevolucion a largo plazo con la abeja melifera. El andlisis de las funciones de
los genes que conforman las secuencias del genoma de estas bacterias indica que
juegan un importante papel en la alimentacion y la digestidén, asi como las

potencialidades que tienen en la defensa contra agentes patdgenos.

Garcia et al. (2006) caracterizaron a los microorganismos cultivables asociados con
Apis mellifera y aislaron bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus y Arthrobacter y
hongos de los géneros Rhizopus, Alternaria y Epicoccum. Estos autores afirman
que de acuerdo a las propiedades bioquimicas, algunas de estas bacterias
intervienen en la degradacion de los compuestos de la capa externa del polen y se
adquieren a través del alimento y el contacto con otros individuos de la colmena. La
presencia de los hongos se explica por su amplia distribucién en el ambiente, ya
que los tres géneros se encuentran comunmente en el suelo y en las plantas que
las abejas pueden seleccionar como fuente de alimento. Tarpy et al. (2015)
indicaron que la microbiota de las reinas se adquiere a partir de las obreras y que
estas se colonizan entre generaciones producto de las relaciones sociales que se

establecen entre ellas dentro de la colmena.

Olofsson et al. (2014) reportaron la presencia de nuevas especies de Lactobacillus
en el tracto digestivo de Apis mellifera a las cuales les nombraron Lactobacillus
apinorum sp. nov., Lactobacillus mellifer sp. nov., Lactobacillus mellis sp. nov.,
Lactobacillus melliventris sp. nov., Lactobacillus kimbladii sp. nov., Lactobacillus
helsingborgensis sp. nov. y Lactobacillus kullabergensis sp. nov. Corby-Hatrris et al.
(2014) también encontraron una nueva especie denominada Parasaccharibacter

apium.

Rosa et al. (2003) estudiaron las comunidades de levaduras asociadas con las
abejas sin aguijon Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata y Frieseomelitta
varia. Las abejas T. angustula y F. varia mostraron una fuerte asociacion con la
levadura Starmerella meliponinorum. Estos autores observaron que M.

guadrifasciata fue portadora de una especie relacionada con Candida apicola, pero



también transmitia un nimero bajo de S. meliponinorum. Algunas de las levaduras
aisladas de abejas adultas eran tipicas de especies presentes en las flores. Muchas
levaduras se encuentran en abejas o sustratos visitados por ellas, lo que sugiere

que existe una interaccién mutuamente beneficiosa entre ellas.

Cariveau et al. (2014) definieron que la estructura del microbioma en el intestino de
las abejas es determinante en la salud de estos insectos. Ludvigsen et al. (2015)
determinaron la composicién microbiana del tracto digestivo de las abejas a través
de técnicas de Biologia molecular y demostraron la presencia de una microbiota
especifica para estos animales. En este sentido Kwong y Moran (2015) refieren que
muchos de estos microorganismos viven solo en este hospedero y representan un
ecosistema ideal para analizar cdmo ocurre la coevolucién de los simbiontes y su
contribucion a la salud o a la enfermedad. En la tabla 1 se muestra la composicién

bacteriana observada por estos autores.

Tabla 1. Composicién bacteriana obtenida de la secuenciacion de genes presentes

en el contenido del tracto digestivo de abejas meliferas (Ludvigsen et al., 2015).

Composicion Taxonomia No de accesion | % de identidad
asignada en el GenBank

Frischella perrara Frischella perrara | NR- 118490 96

Gilliamella apicola | Gilliamella apicola | NR- 121727 99

Snodgrassella alvi Snodgrassella alvi | NR- 122055 95

Enterobacteriacea | Klebsiella AF390084 91
peneumonia 90
Pantoea sp FJ587505 90
Enterobacter FR828819
aerogenes

Acetobactereacea | Acetobactereacea | KF599473 89
bacterium

Rhizobiales Rhizobiales JQ673261 99
bacterium

Lactobacillus Lactobacillus sp. | HM112122 87
no cultivables
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Los microorganismos que forman parte de la comunidad microbiana nativa del
intestino de un individuo es esencial para mantener su correcta nutricion, salud e
inmunidad (Gill et al., 2006). En insectos, los microorganismos nativos pueden
manipular la reproduccién del huésped, contribuir a la nutricién o a la defensa frente

a patogenos (Audisio et al., 2015; Lee et al., 2015).

Después de recolectarse, el néctar y polen se transforman bioquimicamente antes
de consumirse. Como primer paso, el néctar se almacena en el buche de la abeja,
donde se adicionan las enzimas provenientes de las glandulas salivares e
hipofaringeas, para facilitar la ruptura de los disacéaridos. Sin embargo, las abejas
reciben ayuda en esta tarea, pues ellas abrigan en sus partes bucales a
microorganismos que también estan presentes en el néctar y quienes, a su vez,

adicionan sus enzimas para acelerar la transformacion del alimento (Anon, 2018).

Por su parte Engel et al. (2012) refieren que a través del analisis comparativo de los
genes de las bacterias se demuestra que distintas especies presentan un
funcionamiento diferente en dependencia de su interaccion con el hospedero, como
la formacion de biofilm y la descomposicion de carbohidratos. Estos autores también
comprobaron que existen genes en especies de proteobacterias que codifican para
la produccion de enzimas que intervienen en la descomposicion de la pectina

presente en las paredes del polen.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son habitantes normales del tracto
gastrointestinal, tanto de insectos como de vertebrados, los cuales intervienen en la
inmunomodulacion, asi como en el mantenimiento de la comunidad microbiana
intestinal saludable (Mitsuoka, 1992) y en la defensa del hospedero frente a diversas
enfermedades (Sartor, 2004; Sartor, 2008).

Corby-Harris et al. (2014) refieren que la comunidad microbiana asociada a las
abejas depende en gran medida del medio ambiente donde se encuentren. Para
demostrar esta afirmacion evaluaron la microbiota presente en el tracto digestivo de

abejas y en los granos de polen que colectaron en diferentes estaciones del afio y
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localidades geogréficas. Estos resultados coincidieron con los trabajos de Hroncova
et al (2015), quienes también estudiaron la influencia de la edad o estadio del ciclo
de vida. Estos autores concluyeron que durante la etapa larval, el tracto digestivo
no es estéril, sino que pueden encontrase habitado por poblaciones de bacterias en
el orden de 108 UFC.

Rokop et al. (2015) estudiaron in vitro las interacciones entre bacterias
pertenecientes a los géneros Fructobacillus y Lactobacillaceae especificas para
Apis mellifera, ya que las mismas colonizan células de las crias, el pan de abeja 'y
el néctar, y al mismo tiempo propician un ambiente adecuado para el desarrollo de
otras bacterias. En este sentido estos autores demostraron a través de ensayos con
cocultivos que estas especies promueven el crecimiento de bacterias especificas
de las abejas meliferas. Particularmente, subproductos de Fructobacillus en el
medio favorecieron el crecimiento de bacterias del grupo Firm — 5, y comprobaron
que utilizan azucares simples (fructosa y glucosa) y carbohidratos de plantas tan

complejos como la lignina.
4.7 Patégenos que afectan a las abejas meliferas en Cuba

Las abejas como los seres humanos y las plantas se enferman. Las enfermedades
mas peligrosas para estos insectos pueden llevar a la muerte de la colonia (Goulson
et al., 2015; Audisio, 2017). La abeja A. mellifera, como todo un organismo vivo, es
susceptible a la accidon de diversos agentes etiologicos 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)

Dentro de los patégenos que mas afectan a las abejas en el pais estan la bacteria
Paenibacillus larvae, el microsporidio Nosema ceranae, el acaro Varroa destructor
y diferentes virus ARN (Pérez, 2017).

4.7.1 Paenibacillus larvae
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Es el agente causal de la Logue Americana (L.A), la mas destructiva que afecta a la
cria de las abejas. P. larvae es un bacilo Gram positivo, catalasa negativo,
anaerobio facultativo, con bajo porcentaje de GC (Guanina y Citosina) y formador

de endosporas (Genersch et al., 2006). En la figura 2 se aprecian las afectaciones

de esta bacteria en las larvas de las abejas.

Figura 2. Afectacion por Paenibacillus larvae. A: panal sano y B: Panal afectado
(Tomado de Antliinez, 2018).

Las larvas de las abejas obreras, reinas y zanganos se infectan al ingerir alimento
contaminado con esporas, cuando se alimentan por las abejas nodrizas (Hornitzky,
1998). Una vez ingeridas, las esporas llegan al lumen del intestino larval donde
germinan dando lugar a células vegetativas. Estas proliferan y se mueven hacia el
epitelio y destruyen las interacciones célula-célula e invaden el espacio intercelular,
hasta llegar a la hemolinfa del hospedero de manera muy veloz (Yue et al., 2008).
Posteriormente, la larva muere, lo que es acomparfiado por la esporulacién de las
células vegetativas. Las esporas se diseminan dentro de la colmena cuando las
abejas encargadas de la limpieza contaminan su aparato bucal al remover las larvas
muertas y posteriormente, las transmiten a las larvas cuando se alimentan. En la

figura 3 se presenta como ocurre la contaminacion hasta el colapso de la colonia.

Formas de control de L.A.: Por las caracteristicas propias de la enfermedad, una
vez que se detecta en una region es muy dificil que pueda erradicarse por completo

de dicha zona. Las Unicas medidas eficaces de control son: destruccion de la
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colmena enfearm total o parcial por fuego; desinfeccion de los materiales apicolas
por medio de la irradiacion con cobalto-60, lavado con soda caustica e inmersién en
parafina (Del Hoyo et al., 1998). También se han combinado estas medidas con la
aplicaciéon de antibioticos, como la oxitetraciclina o el tartrato de tirosina. Sin
embargo, el uso de antibiéticos como tetraciclinas para tratar la L.A. puede tener
como resultado una miel contaminada con residuos de antibidticos (Martel et al.,
2006). El cloranfenicol ha sido detectado en mieles y en otros productos del apiario
en numerosos paises (Bogusz et al., 2004). Consecuentemente, los residuos de
antibioticos en productos meliferos pueden causar reacciones alérgicas letales o

serios efectos colaterales a consumidores hipersensibles.

Autores como Alippi et al. (2014) observaron la presencia de plasmidos de
resistencia a la tetraciclina en Paenibacillus larvae, lo cual indica que el empleo de

este antimicrobiano no debe provocar ningun efecto en esta bacteria.

Spores germinate in

the midgut
o
]
., £
. * =
(7]
... . . 3 \egetative cells
= . . :
Ingestionof spores ;— proliferate in the midgut

via larvalfood

F larvae e ®

spores ® o

Sporulation occurs during
the whole infection process

¥ujew oiydonuadg

F larvae invades the haemocoel by
breaching the peritrophic matrix and the
epithelial barrier

Colony Larval death
collapses (ERIC I LT100 - 12 days)
P (ERIC II LT100 - 7 days)

Bacteria spread all over larval
body

Figura 3. Contaminacion de las larvas con esporas de P. larvae hasta el colapso de

la colonia (Tomado de Djukic et al., 2014).
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4.7.2 Nosema ceranae

N. ceranae es un hongo formado por microsporidios los cuales son parasitos
intracelulares obligados de los insectos como las abejas. Su infeccién tiene lugar
después de ingerir esporas maduras que germinan en el intestino y forman un tubo
que extrude e inyecta el esporoplasma dentro del citoplasma de las células
epiteliales (Higes et al., 2007; Martin-Hernandez et al., 2018). En la figura 4 se
observan los resultados de los estudios histologicos realizados por Dussaubat et al.
(2012) al comparar los intestinos de abejas infectados por este hongo a los 7 dias
de la inoculacion. Se aprecia que en los intestinos del control (A y B), la membrana
peritrofica (p.m.) y células epiteliales (ec) son homogéneas, mientras que en las
parasitadas (C y D) se observan lesiones celulares debido a la actividad destructiva
del hongo.

Figura 4. Histologia del intestino de abeja melifera 7 dias post- infeccion con
Nosema ceranae. Control (A, B) e intestino infectado con N. ceranae (C, D).
(Tomado de Dussaubat et al., 2012).
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Los sintomas que se notan en la colmena afectada son: inquietud en las abejas,
disminucién de la actividad y debilitamiento. También se ven muchas abejas
arrastrandose en el fondo y sobre los marcos, cuando se remueve el techo, fuera
de la colmena se observa que las abejas infectadas apenas logran volar unos pocos
metros sin posarse; otras veces se arrastran por el suelo o sobre las hojas. El
abdomen a menudo esta extendido por las materias fecales, y se vera brilloso y
grasiento (Li et al., 2018).

Ptaszynska et al. (2014) comprobaron que a medida que aumenta la contaminacién
de las abejas con este hongo, también se incrementan las levaduras oportunistas,

lo que hace que la despoblacion de la colmena sea aun mas rapida.

El antibiético fumagilina es eficiente frente a N. ceranae (Williams et al., 2008; 2011,
Higes etal., 2011). Higes et al. (2011) encontraron que la estabilidad de la fumagilina
es afectada por muchos factores y que su eficiencia depende del vehiculo utilizado
en las aplicaciones, concentracion y el nimero de dosis que reciben las colonias. El

uso de la fumagilina no es legal en los paises europeos (Fries, 2010).
4.7.3 Varroa destructor y virus ARN

La varroasis y la acarapisosis son enfermedades parasitarias de gran significacion
para el sector apicola en Cuba (Sanabria et al., 2016). Se dice que la practica actual
de la apicultura cubana se transformé a partir del diagndéstico en el pais de la
presencia del acaro Varroa destructor en 1996; este parasito indujo cambios
significativos en el manejo de las colmenas, lo que en combinacién 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 recuperaron unas 40 000 (Pérez,
2017).

V. destructor es un acaro parasito que causa dafios en la abeja, debilitAndola, al
deprimir su sistema inmune y favorecer la infeccién por otros patégenos, es letal si

no se trata adecuadamente (OIE, 2004a; Rosenkranz et al., 2010). Se presenta en
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todo el pais, lo que lleva a la necesidad de aplicar productos acaricidas de forma

sistemética para evitar la pérdida de las colmenas.

En la figura 5 se muestra el acaro Varroa destructor en Apis mellifera

FCLINCT 4270 LIBAARY

Figura 5. Varroa destructor en Apis mellifera (Tomado de Rosenkranz et al., 2010)

De acuerdo a lo expresado en el punto anterior, la presencia de V. destructor en
las colmenas no solo es un problema en si mismo, sino que aumenta su virulencia
debido a su asociacion con diferentes virus ARN. Los virus de la paralisis aguda, la
paralisis cronica, la celda real negra, la cria ensacada y el virus de las alas
deformadas se trasmiten a través de estos agentes contaminantes (Anido, 2013;
Antanez et al., 2013)

Este acaro se alimenta exclusivamente de la hemolinfa (sangre) de las abejas. Se
reproduce dentro de la cria de las obreras y los zanganos, con preferencia por estos
altimos. V. destructor penetra dentro de una celda poco antes de la percolacion y
pone huevos (primer huevo macho, seguido y consecutivamente hembra) que se
desarrollan en el interior de la celda operculada. EI macho puede fecundar las
hembras que lleguen a la madurez, normalmente una o dos dentro de una celda de
obreras y tres o cuatro dentro de una celda de zanganos. (Mendoza et al., 2008).

En la figura 6 se aprecia el proceso de contaminacion por Varroa de las larvas.
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Figura 6. Contaminacion de abejas por Varroa destructor (Anon, 2018).

Los sintomas observados son: colmenas débiles, abejas mal formadas,
desorganizacion social, consumo anormal de las reservas de miel, pequefio grupo
de abejas débiles y crias salteadas. Las abejas atacadas por acaros pueden
someterse a tratamientos mediante fumigacion con pesticida si esta disponible
(Mendoza et al., 2008). Para el tratamiento y control se recomienda la aplicacion de
acaricidas organicos como el timol, eucalipto, mentol y acido férmico. Se deben
sacar las crias de zanganos de los panales (temprano en la primavera) (Mendoza
et al., 2008)

4.8 Barreras naturales que protegen a Apis mellifera de las enfermedades.

Sistema inmune de las abejas.

Las colonias de abejas son objetivos potenciales para predadores y agentes
patdgenos, debido a la elevada presencia de crias e individuos adultos y por la
reserva de miel y polen almacenada en sus celdas. El nivel de humedad mantenido
permite que la colonia sea un ambiente formidable para la incubacion y desarrollo

de agentes patégenos. (Fei, 2006).
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Entre los sistemas de defensa individuales, la primera linea de resistencia de la
abeja son las barreras mecéanicas del tegumento (tejido que forma la pared externa
del cuerpo del insecto), y los tejidos epiteliales internos (que recubren érganos e
intestinos) que previenen la adhesion y penetracion de los agentes extrafios al
cuerpo del insecto; ademas produce sustancias antimicrobianas y fungicidas (que
actiian sobre agentes patdgenos) y posee un sistema inmunitario que entra en juego

cuando las primeras barreras de defensa son separadas. (Fei, 2006).

En los sistemas de defensa colectivos existe una diferencia entre defensa
preventiva y curativa; en el primer caso, son los mecanismos desarrollados para
prevenir la entrada de agentes extrafios en la colonia, como el uso del propdéleos

para sellar y desinfectar la colmena (Fei, 2006).

Las barreras naturales se definen por: mecénicas, quimicas y funcionales.
Mecanicas: el tegumento, el epitelio intestinal y traqueal. Quimicas: las proteinas,
las enzimas. Sus funciones son la multiplicacion de tejido, la fagocitosis, el

encapsulamiento. (Verde, 2013).

Koch y Schmid-Hempel (2011) observaron que la microbiota del tracto digestivo de
las abejas disminuia la colonizacién por Crithidia bombi, un parasito intestinal muy
comun que afecta a las reinas en primavera y hace que entre el 40-50% de estas

se contaminen y no puedan fundar la colonia.

Vannette et al. (2015) informaron que Apis mellifera presenta genes que expresan
una alta inmunidad y detoxificacion en los tejidos asociados al procesamiento del
néctar. En este sentido comprobaron que estos atributos estaban muy pronunciados
en la mandibulay en la glandula hipofaringea, donde se enriquece en transcriptores
que codifican para la produccion de péptidos antimicrobianos (apicimina,
hymenoptaecina y defensin 1) y para la respuesta inmune en defensa del ataque de

microorganismos patdgenos.

Las brechas de las barreras son provocadas por lesiones, debido a la accion de

diferentes agentes etiologicos. En el tegumento actian patégenos como: Varroa
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destructor; “polillas”, Tropilaelaps clareae, Euvarroa sinhai, Melaloncha; mohos
como Aspergillus sp. y levaduras que producen quitinosa; en las traqueas se
observa la presencia de Acarapis woodi. Estas fisuras propician ademas la entrada
de otros patégenos, contaminantes ambientales, agroquimicos, metales pesados,
farmacos, entre otras sustancias que se adquieren por contacto, respiraciéon y por

el proceso de ingestionde miel, jarabe, azucar, polen y agua (Verde, 2013).
4.9 Caracteristicas de la abeja melipona (Mellipona beechii)

La abeja melipona o abeja de la tierra, es una especie sin aguijon que se encuentra
distribuida en algunas regiones del Caribe, Belice, México y América Central. La
variedad que se encuentra representada en Cuba es Melipona beecheii y a
diferencia de Apis mellifera es mas pequefia, pues su tamafio puede oscilar entre
dos milimetros y un poco mas de un centimetro. Algunas especies en su apariencia
no se asemejan a las abejas tipicas. Estas abejas viven en colonias, construyen sus
nidos o colmenas en cavidades naturales, usualmente en el suelo o en huecos en
los troncos de arboles. Aunque carecen de aguijon, cuando son agredidas se lanzan
en grupos contra los intrusos (Fonte, 2007).

Las principales caracteristicas de las meliponas son: Cuerpo robusto con abundante
pubescencia que oculta el integumento en el escuto, alas cortas que no sobrepasan
el &pice del metasoma, lineas amarillas fuertes en los tergos metasomales,
mechones de pelos rojizos y muy densos en los angulos antero-laterales del escuto,
en contraste con el resto de la pubescencia, mas clara. En una colonia puede haber
entre 10 mil y 15 mil obreras, ademas de los machos y de las reinas, que pueden
ser varias en esta especie, segun la cantidad de obreras. Su cera es negruzca,
blanda y se le llama Cera virgen o Lacre de Colmena (Fonte, 2007).

Dentro de los productos que esta abeja produce se encuentra la miel, polen cera,
propéleos, ademas de su valioso servicio como polinizadoras de cultivos tales como:
achiote, aguacate, café, calabaza, chayote, chile habanero, mango, pepino, sandia,

tomate, entre otros. Una colmena de melipona produce litro y medio de miel al afio,
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por lo que su proceso de produccion es mas tardado en comparacion con el de las
abejas europeas que producen hasta 30 litros de miel en un afio. (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural, 2018).

Entre las diversas peculiaridades de la miel de las abejas meliponas, destacan su
mayor acidez y contenido de agua, asi como la forma de almacenar la miel en sus
nidos, pues después de colectada y deshidratada es depositada en potes de
cerumen construidos con una mezcla de cera y resina vegetal, los que ademas de
conservarla influyen en su sabor y color. Estos factores, le confieren a la miel de
estas abejas caracteristicas suficientes para tratarse por los investigadores y
organos reguladores como un producto diferente que necesita ser caracterizado

para su comercializacién (Venturieri, et al., 2007, Fernandez et al., 2018).

A pesar de que la produccion de miel es menor, esta es mucho mas beneficiosa que
la miel de otras abejas, ya que sus propiedades medicinales ayudan al sistema
inmunologico, ademas de utilizarse para curar dolencias, heridas, quemaduras y
enfermedades. En la rama cosmética también es muy utilizada para crear productos

como jabones, cremas y talcos (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 20018)

El polen de las abejas meliponas tiene un valor proteinico 50% mayor que el resto
de las abejas. Por otra parte, se sabe el uso de abejas sin aguijon como
polinizadoras de los siguientes cultivos: achiote, aguacate, café, calabaza, chayote,
chile habanero, mango, pepino, sandia, tomate, entre otros. (Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural, 2018).
4.10 Comunidad microbiana intestinal de la abeja de la tierra

No existe practicamente informacion de la microbiota presente en el tracto digestivo
de estas abejas, sin embargo, se conoce que estas son mas resistentes a las
enfermedades que Apis mellifera, por lo que esta temética es un campo de la ciencia
aun no explorado de gran importancia para el descubrimiento de nuevas especies

0 sustancias con potencial practico en la biotecnologia.
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4.11 Uso de los insectos en la biotecnologia

Los insectos establecen con los microorganismos diferentes relaciones simbiéticas
y pueden llegar a establecer interacciones mutualistas o parasitas. Estas
asociaciones estan basadas en los servicios nutritivos o defensivos que se
suministran por los simbiontes a sus anfitriones. En estas interacciones los
microorganismos protegen a su hospedero contra agentes patdgenos, parasitos o
predadores y a menudo producen compuestos antimicrobianos o toxinas (Flérez et
al., 2015).

Se conoce que en la naturaleza se establecen interacciones simbioticas entre
insectos y microorganismos, y a menudo estas relaciones son la fuente de
innovaciones ecoldgicas. Ademas de complementar al anfitribon con nutrientes
esenciales, los simbiontes microbianos pueden producir enzimas que degradan los
alimentos en moléculas pequefias, sustancias que los defienden de agentes
patdgenos, parasitos y predadores, de ahi que el estudio de la ecologia de los
insectos y las simbiosis que establecen, representa una fuente importante de
compuestos quimicos y enzimas con potencial valor biotecnoldgico. Se plantea que
estos conocimientos sobre la simbiosis de estos organismos pueden proveer
caminos nuevos para lo control el de insectos de plagas agricolas y vectores de los

seres humanos (Berasategui et al., 2016).

Los metabolitos secundarios antimicrobianos tienen aplicaciones importantes en la
medicina humana y en la agricultura. Sin embargo, el aumento de la resistencia de
agentes patégenos de los humanos y el reducido descubrimiento de nuevos
compuestos, se plantean como problemas importantes que amenazan con la
reaparicion de enfermedades humanas. En este contexto, los microorganismos
asociados a los insectos constituyen una fuente prometedora de compuestos

bioactivos que estan comenzandose a descubrir y a explotarse (Dettner, 2011).

En la figura 7 se presenta un esquema que representa el uso de la relacién de

microorganismos-insectos en la biotecnologia. Actualmente se emplea esta
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interaccion para la obtencion de biocontroladores de plagas y para la produccién de
diferentes sustancias como: antibioticos y péptidos antimicrobianos, enzimas de
importancia industrial y para la obtencion de cultivos para la biorremediacion y la
detoxificacion de diferentes ambientes (suelo y agua). También se plantea la

utilizacién biotecnoldgica de microorganismos simbiontes de los insectos como
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Figura 7. Apuntes de la relacion simbidtica de microorganismos-insectos con uso

potencial en la biotecnologia (Berasategui et al., 2016).

4.12 Métodos empleados para la evaluacién del efecto de microorganismos

probioticos en abejas

Dentro de los métodos empleados para evaluar el efecto de microorganismos en las

abejas se encuentra el descrito por Good et al. (2014), cuando utilizaron flores
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artificiales y colocaron en ellas néctar sintético inoculado con bacterias y levaduras.
En la figura 8 se presentan imagenes de este experimento donde se observa el
disefio y la disposicion del apiario. A través de este método se puede conocer si los
microorganismos inoculados provocan cambios quimicos en el néctar que impidan

gue las abejas los seleccionen para su alimentacion.

(a)

(<)

Figura 8. Apiario experimental y colocacion de las flores artificiales (a) Apiario con
flores artificiales organizado en la sombra con 1 - 2 metros entre colmenas. (B)
postura de las flores experimentales que contienen néctar sintético inoculado con
microbios de las abejas meliferas (C) flor experimental que muestra una abeja

melifera alimentdndose de néctar sintético (Tomado de Good et al., 2014).
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4.13 Probidticos y su uso en las abejas meliferas

4.13.1 Concepto de probidticos

La palabra probioéticos proviene del griego: “pro “y “bios” que significa “a favor de la
vida”. Se denomina probidticos a un monocultivo 0 un cultivo mixto vivo de
microorganismos, cuya administracion ejerce algun efecto beneficioso sobre

animales o humanos al ser consumido (Klaenhammer y Kullen, 1999).

4.13.2 Principales microorganismos utilizados como probidticos en las
abejas. Criterios de selecciébn de los microorganismos con potencial

probioticos en las abejas

Ante la presencia de las enfermedades en las abejas, una posible soluciéon natural
al problema consistiria en completar la maduracién de la microbiota intestinal de la
larva o fortalecerla con la administracion de microorganismos beneficiosos como las

bacterias lacticas o algunas cepas de Bacillus (Audisio, 2017).

El uso de probidticos es una practica ampliamente utilizada, miembros de los
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides,
Bacillus y Propionibacterium se utilizan tanto en humanos, como en animales (Reid,
1999; Cross, 2002; Ducatelle et al., 2015).

Hay innumerables referencias actualmente dedicadas a la seleccion vy
caracterizacion de nuevas especies y cepas mas especificas de bacterias
probioticas. En general, estos estudios adoptan los criterios de seleccion basicos
establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incluida la resistencia
al estrés asociado con el huésped, la capacidad de adhesion 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 et al., 2018).
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Principales criterios de seleccion de las cepas probioticas para abejas son (Antunez,
2012):

e Debe ser resistente a las altas concentraciones de azucares

e Tener una alta capacidad de crecimiento en el medio

¢ Producir sustancias antimicrobianas frente a los patdgenos de las abejas

e Crecer a diferentes pH

e Estimular el sistema inmunolégico de las abejas

e Incrementar la digestibilidad de los nutrientes o accionar como suplemento
nutricional

e Mejorar la salud y la produccion de miel

e Serinocuo para las larvas o abejas adultas y no provocar toxicidad
4.13.3 Efectos de aplicacion de probioticos en Apis mellifera

Las abejas, como los seres humanos, otros animales y las plantas, se enferman. Es
interesante observar que las enfermedades mas peligrosas para las abejas y que
pueden llevar a la muerte de la colonia, las afecta en su estado de larva (en las
primeras etapas de la vida de una abeja), cuando la composicion de su microbiota

intestinal esta incompleta (Audisio, 2017).

Una posible solucién natural al problema consistiria en completar la maduraciéon de
la microbiota intestinal de la larva o fortalecerla con la administracion de
microorganismos “beneficiosos” como las bacterias lacticas o algunas cepas de
Bacillus. En este sentido Audisio y Benitez-Ahrendts (2011) administraron una vez
al mes las células de Lactobacillus johnsonii y observaron que a los tres meses
aumentaba el &rea de cria abierta y operculada, el estimulo de la ovipostura de la

reina, el nimero de abejas y el rendimiento en miel.

Agregar probioticos a los alimentos de las abejas ayuda a que sean mas resistentes

a la nosemosis, una infeccién por hongos asociada con el trastorno del colapso de
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las colonias. Los probidticos pueden disminuir la tasa de mortalidad de esta

infeccidn en las abejas hasta en un 40% (Science, 2018).

Se ha visto que microorganismos aislados de la colmena son capaces de inhibir in
vitro el crecimiento de patégenos como P. larvae o Ascosphaero apis. En general,
se trata de bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium,
Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Serratia,
Providencia y Sphingomonos (Sabate et al., 2009; Yoshiyama y Kimura, 2009;
Yoshimaya et al., 2013).

Se plantea que una de las especies dominantes en el tracto digestivo de abejas
meliferas es Lactobacillus kunkeei (Anderson et al., 2013; Vojvodic et al., 2013;
Olmos et al., 2014). El rol ecoldgico de este microorganismo en el tracto de estos
insectos es aun desconocido, pero se observd in vitro que es capaz de inhibir a
bacterias y levaduras patégenas de las abejas y el hombre (Butler et al., 2014).
Adicionalmente se comprob6 que la morbilidad de las larvas de abejas infectadas
por patégenos disminuia cuando estas se suplementaban con un coctel de
Lactobacillus kunkeei y otras bacterias productoras de &cido lactico (Vasquez et al.,
2012).

Alfaro (2013) informé que una especie de Lactobacillus, aislada del tracto digestivo
de abejas se emple6 como probidtico en estos insectos y como resultado se obtuvo
la inhibicibn de la bacteria Paenibacillus larvae y hongos como Ascosphaera.
También observaron un aumento la poblacién de abejas y las adultas vivieron mas
tiempo, por lo tanto aumentaron los rendimientos de miel en las colmenas hasta en
un 20%. Por su parte Augustinos et al. (2015) comprobaron que la aplicacion de
probidticos como Enterobacter sp. propicié un rapido desarrollo del ciclo de vida de

estos insectos

Ptaszyninska et al. (2016) desarrollaron un experimento para determinar el efecto
antimicrobiano in vivo de la aplicacion de un simbiotico (probidtico + prebiotico)

comercial a base de Lactobacillus rannhosus e inulina frente a la infeccién de
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Nosema ceranae. Sorpresivamente estos autores demostraron que las abejas
alimentadas con estos biopreparados fueron mas susceptibles a la infeccion por
este hongo y el tiempo de vida result6 mas corto en relacion al grupo control. El
namero de esporas de N. cerenae en abejas alimentadas por 9 dias con el probiético
comercial fue 25 veces mas alto (970 millones de esporas por abeja) que en el grupo
control (38 millones de esporas por abeja). En conclusion, la suplementacion de la
dieta de las abejas con probiéticos o prebidticos no seleccionados apropiadamente
puede no prevenir la nosemosis, desequilibrar el sistema inmune de los insectos e
incluso provocar el aumento de la mortalidad de las abejas. De ahi la importancia
de la correcta seleccion de estos microorganismos para la reduccion de los

patdégenos en las colmenas.

No solo las BAL se emplean como probioticos, también cepas del género Bacillus
spp. pueden ser utilizadas para prevenir o controlar a los microorganismos
patdgenos. Evans y Armstrong (2006) detectaron que diez cepas de Bacillus spp
inhibieron a P. larvae, ocho eran del grupo de Bacillus cereus y dos eran B.
fusiformis. En este sentido Wu et al. (2014) observaron que cepas de este género
mostraron actividad inhibitoria frente a Melissococcus plutonius, agente causal de

enfermedades en Apis cerana japonica.

De acuerdo con Fuenmayor et al. (2011), el polen recolectado por abejas es un
producto de gran interés nutricional por la concentracion de diferentes componentes
relevantes en la dieta humana. Sin embargo, estudios previos demuestran las
limitantes del sistema digestivo de los monogastricos para el aprovechamiento de
algunos de estos nutrientes, debido a la resistente microestructura que recubre los
granos de polen. Estos autores demostraron que es posible inducir una
fermentacion lactica en fase sélida en una matriz conformada por polen apicola, con
un inoculo del microorganismo Lactobacillus acidophilus por medio de una
incubacion a 35 °C para la obtencién de un producto probidtico y con caracteristicas

funcionales adicionales, el que puede emplearse como suplemento dietario proteico
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apto para el consumo humano o como ingrediente en la fabricaciébn de otros

alimentos.

Baffoni et al. (2016) sugieren que la suplementacion de la dieta de las abejas con
cepas de bifidobacterias y lactobacilos, los cuales secretan antibi6ticos, provocan la
reduccion de los niveles de esporas de N. ceranae. Se demostré que otras cepas
bacterianas y probidticos (Parasaccharibacter apium, Bacillus spp., Bactocell® y
Levucell SB) mejoran la supervivencia de las abejas infectadas pero no disminuyen

las cargas de esporas (El Khoury et al., 2018).
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5. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano de un biopreparado probiético, obtenido a partir de
la microbiota del tracto digestivo y la miel de Melipona beecheii B., frente a

microorganismos patégenos de Apis mellifera L.
Objetivos especificos

1. Obtener cepas de bacterias acido lacticas, Bacillus spp. y levaduras con
potencial probiotico, a partir del tracto digestivo y la miel de Melipona beecheii
B.

2. Optimizar un medio de cultivo con componentes nacionales para el
crecimiento de las cepas candidatas a probidticas.

3. Evaluar a escala de laboratorio el efecto antimicrobiano del biopreparado
probiotico en larvas desafiadas con Paenibacillus larvae y Nosema ceranae.

4. Determinar in vivo el efecto antimicrobiano del biopreparado probiético en

abejas adultas desafiadas con Paenibacillus larvae y Nosema ceranae.
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6. RESULTADOS ESPERADOS

O

b0

Obtencién de un biopreparado probidtico a partir de microorganismos
aislados del tracto digestivo y la miel de Melipona beecheii B., para mejorar
la salud de Apis mellifera L.

Desarrollo de una nueva metodologia para la obtencion, aplicacion y
evaluacion de un biopreparado probidtico en Apis mellifera L. con
microorganismos procedentes del tracto digestivo y la miel de Melipona
beecheii B.

Disefio y optimizacion de nuevos medios de cultivo con componentes
nacionales para el crecimiento de los microorganismos probiéticos.
Reduccién de la infeccion de P. larvae y N. ceranae en colmenas de Apis
mellifera L. y estimulacién del sistema inmune de las abejas a partir de la
aplicacién del biopreparado probiotico.

Contribucion al desarrollo de trabajos de diplomas para la formacién de
nuevos ingenieros.

Los resultados de este proyecto aportaran publicaciones en revistas de alto
impacto.

Presentacion en eventos y jornadas cientificas de la facultad.

Capacitacion de los trabajadores involucrados en la aplicacion de los

productos obtenidos en los apiarios de la provincia.
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7. METODOS Y PROCEDIMIENTOS: CRONOGRAMA
El proyecto se desarrollard en el Centro de Estudios Biotecnoldgicos de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Matanzas.

7.1. 122 etapa: Revisiéon del Estado del arte

En esta etapa se conformara el equipo que trabajara en el futuro proyecto, con
experiencia en la temética. Para su elaboracion se tendran en cuenta los
investigadores del CEBIO que poseen experiencia en la tematica, los profesores
investigadores del Departamento de Carrera que estan vinculados con la asignatura
de Apicultura, asi como, los estudiantes que pertenecen al Grupo cientifico
estudiantil del Grupo de Aditivos Nutricionales del CEBIO.

Labores a desarrollar en esta etapa.
Revision de bibliografia actualizada del tema

e Historia y desarrollo de la apicultura en Cuba

e Caracteristicas generales de Apis mellifera

e Importancia de la abeja mellifera en Cuba

e Patdgenos que afectan a la abeja mellifera en Cuba

e Barreras naturales que protegen a Apis mellifera de las enfermedades.
Sintoma inmune de las abejas

e Comunidad microbiana intestinal de la abeja melifera y su rol en la salud de
la colmena

e Caracteristicas generales de Mellipona beecheii

e Comunidad microbiana intestinal de la abeja de la tierra

e Probioticos y su uso en abejas meliferas
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7.2. 292 Etapa: Obtencion de cepas de bacterias acido lacticas, Bacillus spp y
levaduras con potencial probidtico del tracto digestivo y la miel de Melipona
beecheii B.

7.2.2. Etapa 2.1 Obtencion de cepas de bacterias acido lacticas, Bacillus spp
y levaduras con potencial probiético del tracto digestivo de Melipona beecheii
B.

Se colectaran abejas vivas de colmenas sanas pertenecientes a diferentes apiarios
de la provincia de Matanzas. Se extraerdn asépticamente los intestinos de las
abejas y se homogenizaran en 1 mL de solucion tampon salina fosfatada (PBS)
estéril (NaCl 8,2 g, NazHPO4 1,7 g, KH2PO4 0,41 g por litro de agua destilada). Se
realizaran ocho diluciones seriadas y cada dilucién se sembrar& en placas con agar
Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Merck, Alemania), agar nutriente y agar rosa de
bengala (rosa de bengala 0,05 % y cloranfenicol 0,5 %) para el crecimiento de

Lactobacillus spp., Bacillus spp. y levaduras respectivamente.

Las placas se incubaran a 37°C durante 48 h en condiciones de microaerofilia para
el caso del agar MRS y en condiciones aerdbicas para agar nutriente y rosa de
bengala. Posteriormente se seleccionaran aquellas colonias con morfologia
diferente. Una vez obtenidos los cultivos puros de cada aislamiento, las BAL se
conservaran en agar tioglicolato suplementado con carbonato de calcio, Bacillus en
agar nutriente y las levaduras en agar sabouraud, las cuales se mantendran en

refrigeracion a 4°C.

En primera instancia los aislamientos se clasificaran de acuerdo a la morfologia de
la colonia, tincidn de Gram y analisis microscépico. Posteriormente se realizaran las
reacciones de catalasa y oxidasa (Gerhardt et al., 1994). La prueba de la catalasa
se determinara al colocar una gota de H202 en un portaobjetos conjuntamente con
una porcion de la colonia tomada de un cultivo fresco. La reaccion de oxidasa se

determinara a través de discos Bio- Rad® segun las instrucciones del fabricante.
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7.2.3. Etapa 2.2 Obtencidn de cepas de bacterias acido lacticas, Bacillus spp
y levaduras con potencial probiético de la miel de Melipona beecheii B.

Se pesaran 5 g de miel en una balanza electronica, en tubos Falcon de 50 mL,
estériles. Posteriormente, se homogeneizaran con 5 mL de buffer fosfato salino
(1:1 viv), 0,01 M, pH 7,2 (PBS) en un bafio termorregulado a 40£2°C. Los tubos
Falcon con la muestra ya homogeneizada con PBS se centrifugaran a 3500 g
durante 40 minutos a 5°C con el objetivo de concentrar las esporas bacterianas en
el sedimento. Después de centrifugar las muestras, la mayor parte del sobrenadante
se desechara dejando solo aproximadamente 3 mL de este, el cual se mezclara con

el sedimento en el vortex, durante 2 minutos (Alippi y Reynaldi, 2006) (Figura 9).

S \@ e Bafo termarreguado s 40°C

\
Mueilra de miel — Llwv
pesaje de i miel

- !4—[4—

My o8 miel grocesaty J l

LRacion en Vartex gor 2 mnues 3500 g por 40 minutos & 5%

Sabrermdante cevechati

Figura 9. Protocolo del procesamiento de las muestras de miel (Tomado de
Sandoval, 2010).

Para el aislamiento de las BAL y levaduras, se tomaran muestras de la miel

procesada, a las cuales se les realizaran diluciones seriadas y la siembra de 100 L
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en placas con agar MRS y agar rosa de bengala. Estas se incubaran a 37°C por 48

horas en condiciones de microaerofilia y aerobiosis respectivamente.

Para el aislamiento de Bacillus spp. se seguira el procedimiento descrito por
Sandoval (2010), el cual se aprecia en la figura 10. Una vez que las muestras de
miel se procesen mediante el método descrito anteriormente, se calentaran a
80£2°C por 10 minutos en un bafo termorregulado. Las muestras se enfriaran en
un vaso precipitado con agua destilada fria y se mezclaran a velocidad alta en un
vortex durante 2 minutos. Para facilitar la obtencion de las cepas aisladas y puras
en las placas, se realizaran dos diluciones decimales en buffer PBS. Se sembraran
100 pL de cada dilucién sobre placas con agar soya tripticasa, las cuales se
incubaran a 30+£2° C en condiciones aerdbicas durante tres a cuatro dias (Alippi y
Reynaldi, 2006).

Luego las colonias visualmente aisladas y distintas de BAL, Bacillus spp. y
levaduras seran inoculadas en otras placas con el mismo medio de cultivo selectivo
e incubadas por 24 a 48 h a 37°C en las condiciones de aerobiosis especifica para
cada grupo. Transcurrido el tiempo de incubacion a las colonias desarrolladas en
las placas se les hara tincion Gram para establecer su morfologia, ademas, se les
realizard tincion con verde malaquita (7%) para observar la presencia de esporas y
ver la ubicacion de estas en la célula (Harrigan y McCance, 1968).
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Figura 10. Protocolo de aislamiento de cepas de Bacillus a partir de la miel (tomado
de Sandoval, 2010).

7.2.4. Etapa 2.3 Seleccion de las cepas probidticas a partir de diferentes
criterios.
1- Determinacion de la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas frente a

Paenibacillus larvae y Nosema ceranae

Caracterizacién in vitro del potencial probiético de los aislamientos. Ensayos

de inhibicién de P. larvae

En este trabajo se utilizar4 el aislamiento bacteriano P. larvae procedente del
Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apicola de Sancti Spiritus,
Cuba. Para estudiar la capacidad antimicrobiana de los aislamientos obtenidos a
partir del intestino de abejas meliferas frente a P. larvae, se utilizaran tres técnicas:
el método de difusion de sustancias en agar (Schillinger y Lucke, 1989), los
cocultivos (Orlowski y Bielecka, 2006) y el método de coagregacion (Orlowski y
Bielecka, 2006).
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Método de difusion de sustancias en agar (Schillinger y Lucke, 1989).
Desarrollo de la técnica de difusién en agar: Se tomaran 200 uL del cultivo
de las cepas indicadoras en estudio, que estaban en la escala 0,5 de
MacFarland y se inocularan en tubos de ensayos con 20 mL de agar J. Luego
de su homogenizacién, se vertera en placas Petri (por triplicado) para su
solidificacion. Con ayuda de un sacabocado metalico estéril, se abriran
pocillos de 5 mm de diametro donde se afiadiran 60 uL de los sobrenadantes
de cada una de las variantes en estudio. Dichas placas se mantendran en
refrigeracion (4°C) por 4 horas para mayor difusion de las sustancias en el
agar. Posteriormente, las placas se incubaran entre 24 y 48 horas a 37°C
hasta detectar el crecimiento y la aparicién de los halos. Por ultimo, se medira

el halo con regla milimetrada y se le restara el didmetro de los pocillos.

Cocultivos. Se utilizara la técnica descrita por Orlowski y Bielecka (2006),
modificada por los autores del presente proyecto. El desarrollo del cocultivo
se realizara en caldo J modificado, medio de cultivo que simulara el contenido
gastrointestinal de las abejas. Este se adicionara en frascos de 100 mL, a
razén de 50 mL de volumen efectivo. En cada frasco se afiadird 1 mL del
cultivo candidato a probi6tico y 1 mL del cultivo del microorganismo patégeno
o indicador (con una poblacién de 10° UFC.mL1). Una vez mezclados, los
cocultivos se incubaran en condiciones estaticas durante 12 h a 37°C y se
tomaran muestras a las 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h para realizar diluciones
seriadas en caldo peptona (1%). El conteo de viables se realizara en placas

gue contengan medios selectivos para Paenibacillus larvae.

Coagregacion (Orlowski y Bielecka, 2006). La determinacion de la coagregacion de
células de cepas patégenas a los componentes de pared celular de las bacterias
aisladas se realizard mediante la preparacion de suspensiones celulares. Para ello
se realizara el cultivo de las cepas patdgenas en caldo J por 24 h a 37°C. Por otra
parte se cultivaran las cepas aisladas en los medios especificos. Posteriormente, se

mezclardan 2 mL de cada cultivo. Volumenes iguales (2 mL) de cada suspension
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celular (cepas aisladas + patdégeno) se mezclaran y al mismo tiempo se tomaran
muestras de los cultivos puros en caldo J. Una vez inoculados los cultivos puros, se
procedera a determinar la absorbancia (A) a 600 nm antes y después de 5 horas de
mezclados e incubados a temperatura ambiente. El porcentaje de coagregacion se

determinard a través de la siguiente formula (Ortowski y Bielecka 2006):
% de Coagregacion= [((Axt +Ayt)/2 — At (x +V)) /((Axi + Ayi)/2)] . 100

Axt: Absorbancia a las 5 h de la cepa patégena.

Ayt: Absorbancia a las 5 h de cepas seleccionadas.

At (x +y): Absorbancia de la mezcla de la cepa patdgena + cepas seleccionadas.
Axi: Absorbancia de la cepa patégena en el tiempo inicial.

Ayi: Absorbancia de cepas seleccionadas en el tiempo inicial.

Tolerancia a diferentes condiciones de acidez (Arredondo, 2015). Para estimar
la supervivencia bacteriana bajo diferentes condiciones de acidez se realizara una
modificacion del método descrito por Jacobsen et al. (1999). Se prepararan
suspensiones en PBS de los aislamientos con 24 h de incubacion a 37°C. La
turbidez de las suspensiones se igualardn con el estandar 0,5 de la escala Mc
Farland y se emplearan 20 uL de las mismas para inocular placas de microtitulacion
de fondo plano de 96 pocillos conteniendo 180 uyL de caldo nutriente (Bacillus y
levaduras) o caldo MRS (BAL) a tres pH diferentes: 3, 5y 7 (modificados con HCI o
NaOH). Las placas se incubaran a 37°C, se realizaron medidas cada 30 min durante
4 h y una medida final a las 24 h. Se realizaré el recuento de las células viables
mediante siembra en los medios especificos a las 0 y 4 h. Las placas se incubaran
a 37°C durante 24-48 h en condiciones aerobias y de microaerofilia segun el
microorganismo a estudiar. Este ensayo se realizara por triplicado para cada

aislamiento.

Resistencia osmotica al jarabe (Antunez et al., 2015). Se prepararan
suspensiones de los aislamientos obtenidos en PBS, a partir de cultivos en agar
MRS y agar nutriente a 37°C durante 24 h. La turbidez de las suspensiones se
igualara con el estandar 4 de la escala Mc Farland (DOsoo = 0,669, 1x10° UFC.mL"
1). Paralelamente, se preparara un jarabe en concentraciones de 1000 o 2000 g de

azucar por litro de agua (1:1 y 2:1 respectivamente), utilizadas habitualmente por
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los apicultores en el campo. A partir de las suspensiones originales de los
aislamientos en PBS se realizardn dos suspensiones bacterianas en jarabe 1:1y
2:1 a una concentracion final de 1x10” UFC.mL* y se incubaran a 37°C durante 72
h. El nimero de células bacterianas viables en cada tratamiento se determinara por
recuento en placa en agar MRS (BAL) y agar nutriente (Bacillus y levaduras) a las
0 y 72 h. Las placas se incubaran a 37°C durante 24 h en condiciones de

microaerofilia y aerobiosis segun el microorganismo.

Capacidad de crecimiento (Harrigan y McCance, 1968). A partir de cultivos frescos
a 37°C durante 24h en caldo MRS y nutriente de los diferentes aislamientos, se
prepararan diluciones en el mismo medio con una turbidez equivalente al estandar
0,5 de la escala McFarland (ODsoo = 0,132, 1,5x10% UFC/ml,), y se emplearan 20l
de las mismas para inocular placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos,
conteniendo 180pl de caldo MRS o caldo nutriente. Las placas se incubaran a 37°C,
realizandose medidas de absorbancia a 600 nm en el tiempo inicial y sucesivamente
cada dos horas hasta las 12h, y una medida final a las 24h. Estas medidas de
absorbancia se utilizaran para evaluar el tiempo de generacién de los aislamientos.
El ensayo se realizo por triplicado para cada aislamiento.

Produccion de acido lactico (Santos et al, 2016). La produccién de acido lactico
por BAL se determiné por una titulacién acido-base, segun Santos y col. (2016). Los
lactobacilos se cultivaran en10 mL de caldo MRS por 18 h a una temperatura de
37°C en tubos con tapas de roscas hasta que alcancen una absorbancia de 0,9 (109
UFC.mL-1). Posteriormente, se diluye una alicuota de 1 mL de los sobrenadantes
de los cultivos en 9 mL de agua destilada estéril y se homogeneizaran. Esta mezcla
(10 mL) se titulara con NaOH 1M vy se utilizara como indicador la fenolftaleina. Las
cantidades de acidos organicos equivalentes estan dadas por el consumo de NaOH
1M en mL. Cada mL de NaOH 1M equivale a 90,08 mg de acido lactico. Se utlizara
como control la cepa C65 de Lactobacillus salivarius y los resultados se expresaran
eng.L?

Seguridad de su administracion en larvas (Antunez et al., 2015). Se realizard un

ensayo para determinar la seguridad biologica de las cepas seleccionadas. Para
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ello se tomaran un total de 50 larvas para cada tratamiento con los candidatos a
probidticos y un grupo control. Se aplicara una dosis elevada (102 UFC.mL™) en un
jarabe (azucar crudo 100%) a las larvas que se trataran con las cepas seleccionadas
y al control solo se suministrara el jarabe con alta concentracion de azucar. Se
evaluard la supervivencia de las larvas, los signos clinicos y los analisis
macroscopicos, microscopicos y anatomopatolégicos de los 6rganos con la

aplicacion de los candidatos a probidticos.

Caracterizacion morfologica, bioquimica y molecular de los microorganismos
candidatos a probioticos.

Dentro de las pruebas a realizar estan: prueba de la catalasa, prueba de Voges-
Proskauer, crecimiento en anaerobiosis, crecimiento en presencia de un 7% de
NacCl, utilizacién de citrato, hidrélisis del almidon, produccidn de acido y gas a partir
de glucosa, hidrdlisis de la caseina, crecimiento a diferentes pH y temperatura

(Harrigan y McCance, 1968).

También se realizara la determinacién de la capacidad de fermentacién de
carbohidratos. Para ello se prepararan cultivos de las cepas en caldo MRS (BAL) y
caldo nutriente (Bacillus y levaduras) y se incubaran a 37 °C durante 24 h. Los
cultivos se centrifugaran y lavaran en solucion salina al 0,9 % y a partir de este
momento, se seguird la metodologia descrita para las galerias API 50 CH y API 50
CHL Medium (BioMerieux, S. A., Francia) para Lactobacillus spp. y APl 50CHB/E
que se utiliza para la identificacion del género Bacillus y microorganismos proximos.
La identificacion de las cepas se realizara mediante la utilizacion del software Apilab

Plus, version 3.3.3.

Identificacion por PCR

Con el objetivo de comprobar la identificacion de las cepas se utilizara la técnica molecular
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, las cepas se cultivaran por
agotamiento en agar MRS y agar nutriente a 37 °C, en condiciones especificas de

aerobiosis 0 aanaerobiosis por 48 h. A partir de la obtencién de las colonias puras, se
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realizara la siguiente secuencia experimental y en la figura 11 se presenta un esquema que

resume las diferentes etapas que se desarrollaran.

@ Obtencién del ADN

[ Montaje de 1aPCR |  Amplificacion del ADN&\

Obtencion del ﬂ ‘
producto de la PCR ﬁ
A S

Secuenciacién

a | 'l .
[ Purificaciéon del producto J ﬁ | ! | gl g 1t i

amplificado

U = Egggﬁ mji—.a'

—
—
Montaje de dNTPs
PCR cebadores Producto de PCR
amplificado y purificado

Figura 11. Esquema de los procedimientos para la obtencién, amplificacién, purificacion y
secuenciacién del ADN.

7.3. 3¢2 Etapa: Optimizacion de un medio de cultivo con componentes nacionales

para el crecimiento de las cepas candidatas a probidticos.

Se realizaran las diferentes tareas

e Disefioy optimizacion de un medio de cultivo para el crecimiento de las cepas
probioticas. Se aplicara el método de superficie de respuesta (Box y col.,
1978)

e Estudio de la cinética del crecimiento en el nuevo medio de cultivo. Calculo
de la velocidad de crecimiento y tiempo de generacion.

e Estudio de la estabilidad del biopreparado en condiciones de
almacenamiento (Duracion 180 dias).

e Determinaciéon del costo de produccién de los biopreparados a escala de

laboratorio.
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7.4. 4ta Etapa: Evaluacion a escala de laboratorio el efecto antimicrobiano del
biopreparado probiético en larvas y abejas adultas desafiadas con

Paenibacillus larvae y Nosema ceranae.

Se realizardn dos experimentos con un disefio completamente aleatorizado que
tendr4 como tratamientos: Grupo |. Control (jarabe), Grupo Il. Desafiadas con P.
larvae o N. ceranae en el jarabe, Grupo Ill. Con la aplicacién del biopreparado
probidtico en el jarabe y Grupo IV. Desafiadas con P. larvae o N. ceranae +

biopreparado probi6tico obtenido inoculado en el jarabe, en larvas y abejas adultas.
Se evaluaran los indicadores de salud:

Supervivencia de las larvas. El efecto en la supervivencia de los microorganismos
probidticos seleccionados, asi como su capacidad de inhibir el desarrollo de
patdgenos, se evaluara utilizando un modelo de cria e infeccién de larvas en el

laboratorio.

Capacidad de los aislamientos de prevenir la infeccién por N. ceranae y P. larvae

en larvas y abejas adultas alimentadas con los potenciales probioticos.

En la Figura 12 se presenta un esquema de las cajas que se utilizaran para el

desarrollo de los experimentos en abejas adultas.

Figura 12. Disefio de las cajas que se empleardn para el desarrollo de los

experimentos en abejas adultas.
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En la figura 13 se aprecia un esquema que resume como se desarrollaran los

experimentos.

Grupo | Grupo Il bic:srr:p::lal do
Control Desafiadas con P. l?obi':') tico
(Dieta: jarabe larvae o N. b .
(jarabe + dosis
con sacarosa al ceranae en el

de biopreparado

100%) jarabe 10° UFC.mL )

Indicadores a evaluar

Supervivencia de las larvas Capacidad de los aislamientos de
prevenir la infeccion por N. ceranae y

P. larvae en larvas y adultas

Figura 13. Esquema del desarrollo de los experimentos para el desafio de larvas y
abejas adultas con Paenibacillus larvae y Nosema cerenae y la presencia del

biopreparado probidtico.

El desarrollo del cronograma de trabajo se presenta en la tabla 2.
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7.5.CRONOGRAMA

Tabla 2. Cronograma de las principales tareas a ejecutar durante el desarrollo del

Proyecto.
Etapas Tareas Fechas de Fecha de
inicio culminacion

Etapa 1. Revision bibliografica y | Enero 2020 | Julio 2020
Revision del estado del arte elaboracién de proyecto
Etapa 2. Etapa 2.1 Obtencion de cepas | Septiembre | Julio 2021
Obtencion de cepas de | de bacterias acido lacticas, | 2020
bacterias acido lacticas, | Bacillus spp y levaduras con
Bacillus spp y levaduras con | potencial probidtico del tracto
potencial probidtico del tracto | digestivo de Melipona beecheii
digestivo y la miel de Melipona | B.
beecheii B. Etapa 2.2 Obtencién de cepas

de bacterias acido lacticas,

Bacillus spp y levaduras con

potencial probiético de la miel de

Melipona beecheii B.

Etapa 2.3 Seleccion de las

cepas probitticas a partir de

diferentes criterios.
Etapa 3. Optimizacion de un | 3.1 Disefio y optimizacion de un | Enero 2021 | Abril 2021
medio de cultivo con | medio de cultivo para el
componentes nacionales para | crecimiento de las cepas
el crecimiento de las cepas | probioticas.
candidatas a probidticos. 3.2 Estudio de la cinética del

crecimiento en el nuevo medio

de cultivo.

3.3 Estudio de la estabilidad del

biopreparado en condiciones de

almacenamiento.

3.4 Determinacion del costo de

produccion de los biopreparados

a escala de laboratorio.
Etapa 4. 4.1 Evaluacion a escala de | Mayo 2021 | Diciembre
Evaluacion a escala de | laboratorio el efecto 2021
laboratorio el efecto | antimicrobiano del biopreparado
antimicrobiano del | probiético en larvas desafiadas
biopreparado probiético en | con Paenibacillus larvae vy
larvas y abejas adultas | Nosema cerenae.
desafiadas con Paenibacillus | 4.2 valuacibon a escala de
larvae y Nosema ceranae. laboratorio el efecto

antimicrobiano del biopreparado

probidtico en abejas adultas

desafiadas con Paenibacillus

larvae y Nosema cerenae
Procesamiento estadistico de Enero 2022 | Marzo 2022
los resultados
Escritura del informe abril 2022 Julio 2022
Presentacion de los resultados Diciembre

2022
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8. RECURSOS NECESARIOS Y PRESUPUESTO GLOBAL DEL PROYECTO

En las tabla 3 se presentan los recursos humanos para desarrollar el proyecto.

Tabla 3. Recursos humanos principales.

de referencia
para la salud
de las abejas

Nombres y Jefe de Grado | Categoria : % de
: oo Entidad . .,
apellidos | resultado | cientifico | docente participacion
Ana Rondén X Dr.C Profesor UM 15
Castillo titular
Marlene X MsC. Profesor UM 15
Martinez auxiliar
Mora
Eduardo X Dr.C. Profesor UNAH 10
Demedio titular
Yasmary Profesor UM 10
Rubio instructor
Fontanills
Grethel Dr.C Profesor UM 10
Milian Florido titular
Marlen Dr.C Profesor UM 10
Rodriguez titular
Oliva
Juan Emilio Dr.C. Profesor | Universidad 10
Hernandez titular de Sancti
Spiritus
Especialista MINAG 10
de la
produccion
Especialista MINAG 10
del
laboratorio
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En las tabla 4 se presentan los recursos necesarios para el desarrollo del proyecto,

los cuales seran aportados por las instituciones participantes.

Tabla 4.- Recursos necesarios que aportan las instituciones involucradas

Universidad de Matanzas

Medios de cultivo

Cristaleria y miscelaneas

Agua destilada y corriente

Balanza digital

Autoclave

Refrigerador

Incubadora

Flujo laminar

Zaranda termostatada

pH digital

Microscopio Optico

Erlenmeyer de diferentes capacidades

Frascos de cristal

Placas petri

Especialistas de la produccion
y del Laboratorio de referencia
de las abejas (LARISA)

Cepas de referencia. microorganismos
patégenos de las abejas

Abejas para evaluacion de biopreparados

Cajas para las pruebas con las abejas
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En las tabla 5 se presenta de forma detallada cémo se calcul6 el presupuesto global

del proyecto.

Tabla 5.- Presupuesto global del proyecto

Proyecto

Salario(1) 2700 2700 2700 2700 10800
Otras
retribuciones (2)
Salario 24543 24543 24543 24543 981,72
complementario
(9,09 % del salario
total anual) (3)
Subtotal (4) 294543 294543 294543 294543 11781,72
| Seg. Social (5) 412,36 412,36 412,36 412,36 1649,44
Impuestos por la
utilizacion de la
fuerza de trabajo
(6) segun lo aprobado para
el afio.
Recursos 1500 600 | 1500 600 | 1500 1500 6000 1200
materiales (7)
Subcontrataciones 2000 2000 4000
(8)
Otros recursos (9) | 2600 600 | 2600 600 | 2600 600 | 2600 600 | 10400 2400
Subtotal (10) 4512 1200 | 6512,36 | 1200 | 6512,36 | 600 | 4512,36 | 600 | 22049,44 | 3600
Total Gastos | 7457,43 | 1200 | 9457,79 | 1200 | 9457,79 | 600 | 7457,43 | 600 | 33831,16 | 3600
Corrientes
Directos (11)
Gastos de Capital - - - - - -
(12)
Gastos Indirectos | 1472,71 1472,71 1472,71 1472,71 5890,84
(13)
Total Gastos (14) | 8930,14 | 1200 | 10929,71 | 1200 | 10929,71 | 600 | 8930,14 | 600 | 39722,00 | 3600
Total General del | 8930,14 | 1200 | 10929,71 | 1200 | 10929,71 | 600 | 8930,14 | 600 | 39722,00 | 3600

Para el célculo del Presupuesto del proyecto en Moneda Total (MT) se incluyeron los

datos que se presentaron en la tabla 5, la cual incluye los gastos previstos en moneda

nacional y los gastos correspondientes en CUC.

Salario (1): Presupuesto de salario del personal vinculado directamente al proyecto, de

acuerdo con su por ciento de participacion. La cifra anual comprende solamente 11

meses pues el mes de vacaciones esta considerado en el 9,09% del salario anual.
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Otras retribuciones (2): Presupuesto de otros gastos correspondientes a cualquier otro
pago al personal directamente vinculado al proyecto y que no constituye salario, como

por ejemplo pago de estimulacion, pago por participacion en proyectos, entre otros.

Salario complementario (3): Presupuesto correspondiente a las vacaciones del
personal directamente vinculado al proyecto. Corresponde al 9,09% de la suma de las

cifras que aparecen en (1) y (2).

Subtotal (4): Cifra que incluye la suma de (1), (2) y (3): salario, otras retribuciones y

salario complementario.
Seguridad social (5): 14% de la cifra subtotal (4)

Impuesto por la utilizacion de la fuerza de trabajo (6): segun el por ciento aprobado en

el afo. (4)

Recursos materiales (7): Presupuesto vinculado a los gastos previstos para la

adquisicion de los recursos materiales necesarios para la ejecucion del proyecto.

Subcontrataciones (8): Presupuesto para el pago de los servicios o actividades que la

entidad ejecutora principal prevé contratar para la ejecucion del proyecto.

Otros recursos (9): Presupuesto para todo tipo de recursos y actividades que requieran
financiamiento, tales como: investigacion del estado de la técnica, vigilancia
tecnoldgica, proteccion legal de los resultados, aseguramiento de la calidad, gestion
ambiental, formacién de recursos humanos, publicacién de documentos, viajes y dietas,

pago de licencias, gastos de celebracion de eventos, entre otros.
Sub-total (10): Cifra que incluye la suma de (5), (6), (7), (8) y (9)
Total, de gastos corrientes directos (11): Se calcula sumando los subtotales (4) y (10).

Gastos de capital (12): Presupuesto para los gastos correspondientes a inversiones
materiales o compra de activos fijos (equipos y otros) necesarios para el proyecto.
Deben estar en correspondencia con el plan de inversiones de la entidad y tienen que

cumplimentar los aspectos relacionados con la Politica del proceso inversionista.
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Gastos Indirectos (13): Son aquellos gastos que no son identificables con el proyecto y
se relacionan con él de forma indirecta. La caracteristica de estos gastos esta dada
por la imposibilidad de asociarlos directamente a un proyecto especifico, ya que son
gastos que se relacionan con la actividad general de la entidad, por lo que se aplican a
cada Centro de Costo (Proyecto) por la via del prorrateo (Coeficiente de Gastos
Indirectos), sobre determinadas bases, como por ejemplo los salarios directos. Como
ejemplos mas comunes de gastos indirectos a la actividad del Proyecto se pueden citar:
gastos de reparaciones generales, mantenimiento, gastos de salario de personal
relacionado indirectamente con el proyecto, gastos de electricidad, agua, gas,
depreciaciéon de instalaciones o equipos, desgastes de Utiles y herramientas, servicios

de teléfono, comunicaciones e internet, entre otros.
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9. EVALUACION ECONOMICO - FINANCIERA

El desarrollo del presente trabajo traerd como beneficio el incremento de la
produccion apicola, digase miel, ceras etc ya que de forma directa los
biopreparados que se obtengan contribuirdn a disminuir la incidencia de
enfermedades de las abejas, lo cual se traduce en beneficios a largo plazo en la

apicultura.

La ejecucion de este proyecto traera consigo un impacto desde el punto de vista
ambiental, ya que si disminuye la pérdida de las colmenas debido a la reduccion de
los agentes causantes de enfermedades, se incrementara el nimero de abejas, las

cuales tienen como funcion imprescindible la polinizacion de las plantas.

Desde el punto de vista econdmico no se incurrird en inversiones para el desarrollo
del proyecto, ya que se dispondra de las instalaciones, equipos, de las instituciones
participantes, las cuales tendran a su cargo toda la fase experimental. Se
necesitaran recursos financieros para el pago de salarios, viaticos, cuotas de

participacion en eventos, pago de servicios, publicaciones etc.
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