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RESUMEN

En los dltimos afios, la poblacion mundial de las abejas meliferas ha
experimentado una gran mortalidad. Es necesario recurrir a alternativas naturales para
controlar enfermedades y mejorar el bienestar general de las colmenas. Entre ellas, los
probidticos constituyen una propuesta natural, facil de aplicar y que no deja residuos
contaminantes en la colmena. El objetivo de esta tesis fue desarrollar un suplemento
nutricional con potencial probiético para alimentacién de abejas (Apis mellifera L.)
constituido por microorganismos aislados de kéfir de agua para contribuir a mitigar los

actuales problemas nutricionales de la colmena.

En la etapa inicial, se caracterizé quimica y microbiol6gicamente un kéfir de agua
elaborado en el laboratorio. Se encontr6 una compleja comunidad microbiana,
constituida principalmente por bacterias del acido lactico y levaduras, las cuales fueron
aisladas y caracterizadas fenotipicamente. Luego, se probaron in vitro las propiedades
antimicrobianas de los sobrenadantes microbianos frente a dos patdgenos de interés
apicola, Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis. A continuacion, se evalué la toxicidad
de los sobrenadantes de las bacterias y levaduras que presentaron una fuerte actividad
inhibitoria in vitro. Los sobrenadantes no resultaron toxicos para las larvas, y, por lo
tanto, se evalué su capacidad probiética mediante pruebas de tolerancia in vitro:
capacidad de crecimiento a diferentes pHs y temperaturas y distintas concentraciones
de NaCl y de jarabe. Las bacterias y levaduras con mayor supervivencia se

seleccionaron como potenciales probiéticos y fueron identificadas genotipicamente.

En una Ultima etapa, se desarrollé en el laboratorio el nuevo suplemento
nutricional para abejas, incorporando la cepa de la bacteria y la levadura probiéticas,
por separado. Posteriormente, se realizaron ensayos a campo para evaluar la
efectividad del suplemento, la preferencia por el mismo y determinar la condicién
nutricional de las abejas que lo consumieron. Las dos cepas microbianas presentaron
la misma supervivencia en las condiciones de campo. Los suplementos probiéticos
fueron aceptados y consumidos por las abejas. Mas aun, la incorporacién de los
microorganismos al suplemento mantuvo el estado nutricional de las abejas adultas y

las pupas.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en esta tesis, se aceptan las
hipbtesis propuestas: los microorganismos aislados a partir de kéfir de agua tienen el
potencial para actuar como probidtico y, el suplemento nutricional con potencial

probidtico constituye una alternativa eficaz para enfrentar los problemas nutricionales
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gue se evidencian actualmente a nivel de colonia.

El trabajo realizado en esta tesis permitié obtener informacién de utilidad en la
investigacion apicola para mejorar la nutricion y bienestar de las abejas. Ademas,
reporta por primera vez la actividad antimicrobiana de especies de levaduras del kéfir
frente a dos patdégenos apicolas de interés global. Los resultados obtenidos en esta
investigacion demostraron que los probidticos son una alternativa con gran potencial
para la apicultura. El uso de probioticos es una tematica muy reciente y novedosa y, por
lo tanto, es importante continuar con las investigaciones en esta area para lograr el

manejo sustentable de las abejas, el cual se ha convertido en un gran desafio.

Palabras claves: Apis mellifera, probioticos, kéfir de agua, suplemento

nutricional, microbiota.
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ABSTRACT

In recent years, the global population of honey bees has been facing high
mortality rates. Natural alternatives that could control diseases and also improve bee
health are needed. Among them, probiotics represent a potential adjunct or alternative
that can easily be applied to bee colonies without contamination of their products. In this
context, the main goal of this thesis was to develop a nutritional supplement with potential
probiotic microorganisms isolated from water kefir to feed honey bees (Apis mellifera L.),

as a therapy against nutritional issues that affect bee hives.

In the initial stage, a water kefir produced at the laboratory was chemically and
microbiologically characterized. A complex microbial community was found, consisting
mainly of lactic acid bacteria and yeasts, which were isolated and phenotypically
characterized. Then, the antimicrobial properties of the microbial supernatants were
tested in vitro against two pathogens affecting honey bees on a global scale,
Paenibacillus larvae and Ascosphaera apis. Following, the toxicity of the supernatants
of bacteria and yeasts that presented a strong inhibitory activity in vitro was evaluated.
The supernatants were not toxic to bee larvae and, consequently, their metabolic
properties were analyzed through several in vitro tests. The bacteria and yeasts that best
survived against the stress tests were selected as potential probiotics and were

genotypically identified.

In the final stage, a novel nutritional supplement to feed bees was developed at
the lab, containing the selected probiotic bacteria and yeast, separately. Next, a series
of field trails was performed to assess the efficacy of the nutritional supplement and the
impact on bee’s nutrition. Both microbial strains showed the same survival in the
supplement in the field conditions. The probiotic supplements were well accepted and
consumed by honey bees. Moreover, the incorporation of the microorganisms to the

supplement maintained the nutritional status of the bees and pupae.

Based on the results obtained in the present thesis, both hypotheses are
accepted: the microorganisms isolated from water kefir have the potential to be used as
probiotics, and, the nutritional supplement with probiotic potential constitutes an effective

alternative for colony feeding.

This work provides valuable information that can be helpful and useful in the
apicultural research to improve bees” nutrition and health. Moreover, it proves the
antimicrobial activity of yeast species from kefir against two bee pathogens of global

importance, which has not been reported before. The results show that probiotics are an
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alternative with great potential for apiculture worldwide. The use of probiotics is a recent
and novel thematic, and, therefore, it is important to continue research in this area to

manage honey bees in a sustainable way, which has become increasingly difficult.

Key words: Apis mellifera, probiotics, water kefir, nutritional supplement,
microbiota.



INDICE

SIGLAS Y ABREVIATURAS .ottt ettt st sttt et sttt 1
Capitulo 1: INtrodUCCiON GENETAL.......ccoiiiiiiieieeee s 3
1.1. La Apicultura €n ArgentiNa......ccoeoeieirieinierteseeeeieee et 3
1.2. Definicion del problema: Las abejas y el medio ambiente...................... 3
1.3.  Nutricién y su relaciéon con la microbiota de las abejas........ccccceevecvveneennne. 5
L4, PrODIOUICOS ..ottt 7
1.5. ProbiGticos para abejas........ccoveiriirinineeeieee e 9
1.6. Suplementos nutricionales para abejas.........cccoccvevirinininninencce 10
1.7. Kéfir de agua: fuente de potenciales probidticos........cccccevveveveceeveceennne. 11
1.8.  HipOteSIS Y ODJELIVOS .ottt 12
1.9, ESQUEMA A IraD@JO ...ciuiieiieireiiiieieieeee ettt 13
Capitulo 2: Caracterizacion microbiolégicay quimica del kéfir de agua................ 15
2.1, INTFOTUCCION c.ciiiiicee ettt 15
2.2, MaterialeS Y MELOUOS ...ocveieiieeceeeeee ettt sttt 19
2.2.1. Preparacion de kéfir de agua en el laboratorio.........ccccvevevenieennenne. 19
2.2.2. ANnalisis quImMIco del KEFiT.....oooiiieeceeeee e 19
2.2.3. Recuento de microorganismos viables presentes en el kéfir........ 20
2.2.4. Evaluacién de la composicién microbiana del kéfir en el tiempo. 20
2.2.5. Secuenciacién masiva del kéfir de agua........cccoeceevevecececeececeee, 21
2.2.5.1.  Purificacion del ADN Dacteriano .......c..cccoeeeveireincineiencseeseeeeeas 21
2.25.2. Amplificacién por PCR y secuenciacion de ADN........ccoeeveeeereennne. 21
2.2.5.3. Taxonomiay abundancia relativa.........ccccecevveveeiniineneseseseseeeeeene 22
2.2.6. ANAlISIS €STAdISTICO...c.eiiieiiireiccec e 22
2.3, RESUITAAOS ..ottt 23
2.3.1. Analisis quimico del K&fir de agua........cccocvevveeeieieineseseseeeeeeeeeeae 23
2.3.2. Enumeracion de microorganismos del KE&fir........ooovvvvenevecicieienen, 23
2.3.3. Comparacion del recuento de microorganismos entre el
sobrenadante y 10S granulos de KEFir ... 24
2.3.4. Evaluacion de la composicion microbiana del kéfir en el tiempo. 24
2.3.5. Secuenciacion masiva del kéfir de agua.......cccceveveevecevcciesiceenene, 27
2.3.5.1. Cobertura de SECUENCIACION .....c.cceviieveiririeiiirieetreeees s 27
2.3.5.2. Diversidad de las comunidades bacterianas.........c.cccevvererevvrennenne. 27

2.3.5.3. Analisis taxonémico y abundancia relativa de las comunidades

bacterianas €N CaATa MUESTIA .....ccvuivivceiieieeeiie ettt ettt e e s siare e e ssaaeeessaaeeees 28



2.4, IS CUSION ceeiiieeeee ettt ettt ettt e e e ettt e s es ittt e sesteeesseraeeessessteessasateessssaeessasaeessans 28

Capitulo 3: Estudios in vitro de la actividad antimicrobiana de microorganismos

aislados del kéfir de agua frente a patdgenos de interés apicola......c.cccocevverenuenee 33
1 700 I [ o1 o To LU Yo od o o OSSR 33
3.2, MaterialeS Y MELOUOS ...coouiieiiieeieeee et 38

3.2.1. Aislamiento y caracterizacion fenotipica de microorganismos del
[ T L= To | U - USRS 38
3.2.1.1. Preparacion de sobrenadantes de los cultivos microbianos......... 38
3.2.2. Cepas patdgenas de larvas de abejas .......cccocvveceeveneecececienecee, 39
3.2.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.........ccccocvvveninenenennnns 39
3.2.3.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae .........cccoevevennnininencnceeee, 40
3.2.3.2. Ensayo frente a ASCOSPNAEIa @PiS ....cccevvevererienierieieieieseseeseeeee e 40
3.2.4. Determinacién de la CIM de los sobrenadantes de bacterias y
Lo = To LU = TR 41
3.2.5. Ensayos in vitro en larvas de abejas ......c..coccoeoveinenineneneneniceene 42
3.2.5.1. Preparacion del alimento paralarvas .........cccceveveineenenneneseneneenes 42
3252, TrASIAIVE .ottt 42
3.2.6. Ensayos preliminares in vitro sobre el efecto del kéfir de agua en la
AliMENtaCiON @ JArVAS ......ccveieiceeeeeee ettt ens 44
3.2.7. ENsayos de tOXIiCidad .......ccoeeevieeeeiereeeeeceee et 44
3.2.8. Ensayos de estrés en cria de abejas in vitro por infecciéon con
PALOGENOS [ArVAIES......eiveeeeeeeee ettt sttt st e re et e beenaeets 44

3.2.8.1. Paenibacillus larvae: capacidad antibacteriana del aislamiento de
[A DACLEITA SB ...ttt sttt sttt e ae et be e nts 45

3.2.8.2. Ascosphaera apis: capacidad antifungica del aislamiento de la

[EVAAUIA LK.ttt sttt ettt st st e st e e eneeneas 45
3.2.9. ANAlIISIS €STAdISTICO...cuiieieieiieecerere e 46
3.3, RESUITAUOS ..ottt sttt ene s 46
3.3.1. Aislamiento y caracterizacion fenotipica de los microorganismos
seleccionados a partir del Kéfir de agua........cccceeveeeeviecicvicicieeceeeeeee e 46
3.3.2. Evaluacién de la actividad antimicrobiana.........ccccocvevvienenenenenenns 47
3.3.2.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae ...........ccoccooireeinencenineeeeeee 47
3.3.2.2. Ensayo frente ASCOSPhaera apiS......ccocvverereereneneeese et 49
3.3.3. Evaluacién del efecto de los sobrenadantes de bacterias y
levaduras sobre P. larvae por el método de dilucion en caldo.........cccccoeeenenee. 50
3.3.4. Ensayos in vitro en larvas de abejas .....cccccevvevveceeveeneecce e 50

Xl



3.3.4.1. Ensayos preliminares sobre el efecto del kéfir de agua en la

AliMENtACION A JAIVAS ....c.eceeeieeeseeee et eneens 50
3.3.4.2.  ENnsayos de toXiCidad .......ccoceevevireeiiiieeecseceere e 51
3.3.5. Ensayos de estrés por infeccion con patégenos de la cria de
=1 0= = 1RSSR 52

3.3.5.1. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivencia larval: Ensayo
(odo T g I =R = UV T USRS 52

3.3.5.2. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivncia larval: Ensayo

(od0 ] o 1AW= o 1= USRS 53
Bi4. DISCUSION ittt st sttt b s bbb e st et e e e eneeaea 54
Capitulo 4: Identificacion y evaluacion de las propiedades probidticas de
bacterias con actividad antimiCrobDiana........ccccecvvevenineneneieee e 59
7 N [ Y o To LU Yo od o 1 o OO RRSRRSRRSPSRRN 59
4.2, MaterialeS Y MELOUOS ..ocueuirieiiieiiieeee et 64
4.2.1. Identificacion genotipica de las bacterias seleccionadas............... 64
4.2.1.1. Extraccion de ADN de bacCterias.........cccevvrererreieeeineseseseseeeeeeenes 64

4.2.1.2. Amplificacibn mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) ettt ettt ettt b b a st e s b et et e s e et e st et e st et e e ebe e teaeaenereaeas 64
4.2.2. Evaluacion de la capacidad probidtiCa.......ccccveevevireinenineniecneees 65
4.2.2.1. Caracterizacion fisiolégica de las bacterias seleccionadas........... 65
4.2.2.2. Ensayo de tolerancia 0SmMOLICa ......ccccevevirievieieieieececese e 65
4.2.2.3.  Cinéticade CreCimiento ......ccccveirieirerineeee et 65
4.2.2.4. Evaluacion de la supervivencia a la liofilizacion ........c.cccecveenee. 66
4.2.3. Estudio del perfil de fermentacién de carbohidratos....................... 66
4.2.4. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes
microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ............. 67
4.2.5. ANAlIISIS €STAdISTICO...cuiieeeieiieieerere e 67
4.3, RESUITAUOS ..ottt sttt sttt eneas 68
4.3.1. Identificacion genotipica de las bacterias seleccionadas............... 68
4.3.2. Evaluacién de la capacidad probiotiCa........cocevvevveeeeneneneneseeienns 70
4.3.2.1. Tolerancia a pPH ACIA0.....cccivererieieieeceee e 70
4.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl ..........cccceveevenvneeenne. 71
4.3.2.3. Crecimiento a diferentes temperaturas.........ccocceecevereeneneeseeneeceneenn 73
4.3.2.4.  Tolerancia 0SMOLICA ....cccevivereieeeeeeee et 74
4.3.25. Cinéticade CreCimiento ....cocoveveieeeieecese e 76

Xl



4.3.2.6. Supervivencia posterior alaliofilizacion.........cccccevvveeinieevenreeenne, 77

4.3.3. Estudio del perfil de utilizacién de carbohidratos.........c.ccceevevenennene 78
4.3.4. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes
microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ............. 81

A4, DISCUSION ...ttt sttt st st sttt b e ebesbe st et et e e e e eneeneas 84
Capitulo 5: Identificacion y evaluacion de las propiedades probidticas de
levaduras con actividad antimiCrobDiana........ccccecevereninenenieieeese e 91
ST I [ 01 o Yo [0 Tox o3 oY o 1SRRI 91
5.2, MaterialeS Y MELOAOS .....coeuirieuirieirieeeieeee et 95
5.2.1. Identificacidén genotipica de las levaduras seleccionadas...................... 95
5.2.1.1.  Extraccion de ADN de 1evaduras .....c..cccccevereeeneneneneneneneeeeeeenes 95

5.2.1.2. Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) ettt ettt ettt ettt se e e s st e s b e e s tes e s b e st et e seeseneese e et e e eseneeseneas 95
5.2.2. Evaluacidn de la capacidad probiotica.......ccccoovevevieeevenecceeceseeee, 96
5.2.2.1. Caracterizacion fisiolégica de las levaduras seleccionadas.......... 96
5.2.2.2. Ensayo de tolerancia 0SMOtICa ......cccoeerieerieinieirereeeeeeee e 96
5.2.2.3. Cinéticade CreCimiento .....cccceceeiririsierieieeeeeeee st 97
5.2.2.4. Evaluacion de la supervivencia posterior a la liofilizacion............. 97
5.2.3. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes
microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ............. 97
5.2.4. ANAlISIS €StAdISTICO...civiiiieiieie e 98
5.3 RESUITATOS ..ottt 98
5.3.1. Identificacion genotipica de las levaduras seleccionadas.............. 98
5.3.2. Evaluacién de la capacidad probiotiCa........ccoceveeiverevevierieieieienns 100
5.3.2.1. Tolerancia a pH ACIAO......cccoueieiiieiceseeeee e 100
5.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl ........c.ccoccecevevieenennene 101
5.3.2.3.  Crecimiento a diferentes temperaturas..........c.cceeceverevernrceereneeceene 103
5.3.2.4.  ToleranCia 0SMOLICA .....cceveieirieirecesesee et 104
5.3.25.  Cinéticade CreCimiento ......cccceerirerinirereeseee et 106
5.3.2.6.  Supervivencia posterior a la liofilizacion..........ccoccecvvvivenerenerieinnne 107
5.3.3. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes
microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear ........... 108
ST S B TR o U L= Vo o SRS 110
Capitulo 6: Evaluacion a campo de un producto nutricional elaborado con
microorganismos probioticos aislados de kéfir de agua.......ccceevveevevenieniecieieennene 116
6.1, INEFOTUCCION ..ttt sttt nes 116

XMl



6.2.  MaterialeS Y MELOUOS ...ccccveieeiieiecteeeeee ettt ra et 119

6.2.1. Descripcién de los microorganismos probidticos

Y= =T ot o [0 o = To Lo 1= TP 119
6.2.2. Preparacion del suplemento con un probiético en el

=T oo ] =1 0] o 1RSSR 120
6.2.3. Ensayos de preferencia a campo en las colmenas........ccceceeuennee. 121
6.2.4. Evaluacién de la condicién nutricional de abejas adultas y

DU @S et tueae teteietestesestesesteseste st ese s esesaesesesessesesseseeseseesese et essesese et ess et ansesensese s eseasenesaeneenens 123
6.2.4.1. ADEJAS AUUITAS.....ceoereieece e 123
6.2.4.2.  PUPAS U ADEJAS....cceeiiceceeeeee s 123
6.2.5. Supervivencia del microorganismo probiético en el suplemento
NUEricional deSarrolado ..o 124
6.2.6. ANAlLISIS €STAdISTICO...cuiieieiieeeeceree e 124

6.3, RESUITATOS ..o sttt 125
6.3.1. Evaluacién de la preferencia de las abejas por los tratamientos 125
6.3.1.1. Ensayo con la bacteria probiotiCa.......ccccceeveeviveeceviceseceeeeeeee, 125
6.3.1.2. Ensayo con lalevadura probiotiCa.......ccceveevireecieseceeseeeeeceeeee, 125
6.3.2. Evaluacién de la condicion nutricional de abejas y de pupas..... 125
6.3.2.1.  ADEJAS AUUILAS ..ot 125
6.3.2.2. PUPAS U ADEJAS....ccuecieeceeeee e s 127
6.3.3. Supervivencia del microorganismo probiético en el suplemento
NUEricional deSarrOlado ........ocveriiirieeeeee e 128
6.3.3.1. Comparacién de la supervivencia de los microorganismos
PrODIOTICOS ettt ettt e et st e b e sbeesa e besteebesbeensesteernensens 129

6.4, DISCUSION .ttt sttt sttt st b et enes 129
Capitulo 7: Consideraciones finales y perspectivas .......cccceeeceveeeecesecvieceeeennn, 133
BIBLIOGRAFIA ...ttt s s s s snaenes 138
ANEXO - Publicaciones cientificas y presentaciones a Congresos........cccccueuuu.... 164

XV



SIGLAS Y ABREVIATURAS
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Capitulo 1: Introduccion general

1.1. LaApiculturaen Argentina

La apicultura en Argentina es sinGnimo de arraigo, desarrollo territorial, fuente de divisas
y empleo, ademas de ser una actividad complementaria y sinérgica en la produccién de
alimentos (Barreto, 2018). En el hemisferio sur, Argentina es el pais con mayor cantidad
de colmenas y es reconocido por la calidad de la miel que produce en gran parte de su
territorio. Posee una cantidad aproximada de 28.600 apicultores que explotan alrededor
de 2,5 millones de colmenas en todo el pais (Subsecretaria de Programacion
Microecondmica, Ministerio de Hacienda, 2018). Esta condicion se basa en las grandes
extensiones de pastizales naturales, la abundante flora aut6ctona y las enormes
superficies implantadas con diversos cultivos agroindustriales que se encuentran a
disposicion de la produccién apicola. EI complejo productivo apicola constituye un
ejemplo de cadena agroalimentaria consolidada. Esta situacion no solo posiciona al pais
dentro de los lideres en produccién y exportacion de miel, sino que es considerado como
referente internacional en el desarrollo de tecnologias de produccién gracias a la
institucionalidad vinculada al sector productivo (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, 2022). La actividad apicola en la provincia de Buenos Aires es sin6nimo de
territorialidad y diversificacion productiva. En cada uno de los 135 municipios hay
productores, con diferentes escalas de produccién, que realizan esta labor, que
adicionalmente aporta una gran variedad de servicios ecosistémicos. La apicultura es
una de las pocas actividades que es anexa a otras producciones agropecuarias,
favoreciendo la polinizacién de cultivos forrajeros, horticolas y fruticolas, generando
valor agregado en los productos de la apicultura, mejorando los cultivos y cuidando el
ambiente. Para el sector, Buenos Aires es la provincia mas importante a nivel nacional.
Cuenta con 1.5 millones de colmenas digitalizadas, representadas por 6.000
productores apicolas, de las que se extrae y procesa miel en 950 establecimientos
apicolas. Esto genera un procesado anual de 38 millones de kilos de miel (Guardia
Lépez, 2024).

1.2. Definicién del problema: Las abejas y el medio ambiente

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) cumplen un rol fundamental en la
sustentabilidad de los ecosistemas a través del impacto que generan en la poblacion y
reproduccion de las especies de plantas en areas naturales (Biesmeijer et al., 2006;

Potts et al., 2016). Son, posiblemente, los insectos polinizadores mas importantes a nivel
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global debido a su influencia a gran escala en el suministro internacional de alimentos y
en las economias agricolas. Datos provenientes de mas de 200 paises demuestran que
el 75,7 % (87/115) de los principales cultivos alimenticios del mundo dependen en cierta
medida de la polinizacion llevada a cabo por los animales, generalmente, insectos. Se
estima que, de todos los cultivos que requieren de la polinizacién, el 59,8 % (52/87)

dependen especificamente de las abejas meliferas (Klein et al., 2007).

En las dltimas décadas, a pesar de su rol esencial en el servicio de polinizaciéon
de cultivos y especies naturales, la poblacion global de las abejas esta sufriendo una
elevada mortalidad. Entre los principales factores de esta merma poblacional se pueden
mencionar las deficiencias nutricionales asociadas a la pérdida de habitats, la exposicién

a pesticidas y antibiéticos y la presencia de patdgenos y parasitos (Goulson et al., 2015).

Las practicas intensivas de la agricultura moderna, caracterizadas por el
monocultivo, asi como la fragmentacion del hébitat y la pérdida de zonas silvestres,
provocan que las fuentes de recursos para las abejas sean escasas, impidiéndoles una
optima alimentacion (Foley et al., 2012). En los ultimos afios, en numerosas regiones de
nuestro pais, el significativo avance de la frontera agricola generé una reduccién cuanti-
cualitativa y temporal de fuentes alimenticias. Asi, quedé reducida la superficie de la
flora natural, lo que repercutié negativamente en la actividad apicola (Marini, 2008;
Haedo et al., 2017). Existen datos que documentan que la mencionada modificacion del
agroecosistema que experimentan muchas regiones ha reducido las fuentes de polen y
néctar provocando estrés nutricional en las colmenas, problemas sanitarios y bajos
rendimientos (Naug, 2009; Dolezal y Toth, 2018).

Este avance de la agricultura también ha ido acompafado por un importante
aumento en el uso de agroquimicos que afectan desfavorablemente a las especies
polinizadoras, entre ellas la abeja. Mas aln, el uso de antibiéticos y productos quimicos
incrementa el riesgo de contaminacién de todos los productos de la colmena (Garcia
Girou, 2008).

Respecto a los patégenos, entre los principales que afectan a la cria de las
abejas meliferas se encuentra Paenibacillus larvae. Es una bacteria esporulada
causante de la Loque americana, enfermedad bacteriana mas severa que afecta a las
larvas de abejas. Las células vegetativas de P. larvae colonizan el intestino medio de la
larva y proliferan alli. Las esporas germinan rapidamente luego de ingresar en el tracto
intestinal y se multiplican, invadiendo el hemocele y los tejidos distantes, causando la
muerte de la larva (Genersch, 2010). Durante el estadio de infeccion, P. larvae se

alimenta de lo que ha ingerido la larva. Las esporas pueden permanecer viables por



largos periodos de tiempo y sobrevivir a condiciones ambientales adversas (Shimanuki,
1990). Los individuos enfermos cambian del color normal blanco nacarado al beige y
castafio oscuro, casi negro transformandose en una masa viscosa. Con el correr del
tiempo, los restos larvales se secan dando lugar a la formacién de una escama negra

gue se adhiere firmemente al piso y fondo de las celdas (Sturtevant, 1932).

En cuanto a las enfermedades causadas por hongos que afectan a la cria de las
abejas se puede mencionar a Ascosphaera apis, que provoca la enfermedad
denominada cria yesificada. Este pertenece al grupo de los Ascomycetes, dentro de
Eurotiomycetes. A. apis tiene un estrecho rango de hospedadores, depende solamente
de la reproduccion sexual y tiene muchas adaptaciones especificas del hospedador
(Jensen et al., 2013). El reconocimiento de esta enfermedad en el campo se basa en la
deteccion visual de la cria enferma que presenta el aspecto de “momias”. Puede reducir
la productividad de la colonia al disminuir el nimero de abejas recién emergidas y, en
algunos casos, puede llevar a la pérdida de la colonia. Es una enfermedad que se
encuentra en la mayoria de las regiones del mundo, incluyendo climas secos y calidos.
Los sintomas de la enfermedad suelen aparecer por un corto periodo de tiempo,
tipicamente cuando las condiciones del clima son frias y himedas (Aronstein y Murray,
2010).

1.3.  Nutricién y su relaciéon con la microbiota de las abejas

Al igual que otras ramas de la produccién animal, la alimentacién constituye uno
de los pilares principales de la apicultura (Garcia Girou, 2002). En las abejas meliferas,
la nutricibn juega un papel fundamental en el desarrollo, mantenimiento y
establecimiento de las colonias, particularmente en la determinacién de las castas y en

la plasticidad del comportamiento social.

La dieta de las abejas deriva exclusivamente del néctar, que constituye la fuente
de carbohidratos, y del polen, que provee las proteinas y grasas. El néctar de diferentes
plantas difiere en composicion y valor nutricional para las abejas. De igual manera, la
calidad del polen es variable y, en algunos casos, uno o mas aminoacidos esenciales
pueden no estar presentes en él (Crane, 1990). Asegurar una zona de alimentacion
nutritiva es lo mas adecuado, sin embargo, cuando no es posible, una practica comun
gue realizan los apicultores es suplementar las colonias con polen o sustitutos de polen
para asegurar una nutricion apropiada. La suplementacion con jarabe también es una
practica comun para mantener la actividad de las abejas (DeGrandi-Hoffman et al.,

2008). La activacion del sistema inmune de las abejas es energéticamente costosa y



aquellos individuos cuya alimentacion ha sido deficiente son mas susceptibles a sufrir
infecciones parasitarias. Ademas, los parasitos compiten directamente con el
hospedador por sus requerimientos nutricionales y, como consecuencia, los
hospedadores tienen menor capacidad de tolerancia al estrés causado por los mismos
(Crane, 1990; Brodshneider y Crailsheim, 2010). En este sentido, la salud de la cria es
un factor crucial para la supervivencia de la colonia. Durante la fase larval, las
condiciones ambientales influyen en el comportamiento y longevidad de las abejas. Uno
de problemas mas comunes de encontrar en las colonias de abejas es la presencia de
pesticidas en el polen o en el néctar con los que son alimentadas las larvas, lo que
puede tener consecuencias perjudiciales para la cria de las abejas (Hendriksma et al.,
2011).

El polietismo temporal de las abejas hace que, como primera funciéon dentro de
la colmena, las abejas recién emergidas sean las encargadas de la limpieza de la
colmena, mientras que las nodrizas cumplen la segunda funcién dentro de la colonia, y
son las encargadas de alimentar a la cria, cumpliendo un papel fundamental en la
supervivencia de la colonia. Una nodriza saludable secreta una cantidad abundante de
péptidos antimicrobianos a través de sus glandulas hipofaringeas durante la produccién
de jalea real para alimentar a las larvas. Una nodriza desnutrida puede no producir una
suplementacién adecuada para protegerse asi misma o para proteger a las larvas de
infecciones (Harwood et al., 2019). Otro parametro que puede afectar a la cria de las
abejas es el potencial peligro que representan las abejas nodrizas como vectores de
transmisién de enfermedades en la colmena al ser potenciales reservorios de patdégenos

en la camara de cria (Erban et al., 2017).

El término microbiota hace referencia especificamente a los microorganismos en
si mismos (bacterias, arqueas, hongos y virus) que se encuentran en un determinado
ambiente. La microbiota del intestino ha sido la mas ampliamente estudiada, siendo el
tubo digestivo el ambiente donde se encuentra la mayor densidad de microorganismos
(ISAPP, 2019). En el caso de las abejas, estas poseen una microbiota nucleo o central
(“core microbiota”) que madura durante el desarrollo temprano y se mantiene
relativamente estable a través de la mayor parte de la vida adulta. Esta microbiota
nucleo consiste en seis a diez filotipos (Bonilla-Rosso y Engel, 2018), siendo dominante
el género Lactobacillus spp., cuando la abeja esta saludable. La microbiota del tracto
gastrointestinal se puede dividir en nichos separados. En un estado saludable, el
intestino medio posee aproximadamente 10* UFC/porcion, el ileo 108 UFC/porcién, y el
recto 10° UFC/porcién, con distintas proporciones de los grupos Firmicutes,

Proteobacteria, Actinobacteria y especies no pertenecientes al nacleo, como patégenos



y microbios del ambiente (Figura 1.1) (Daisley, 2021).

Las abejas dependen de una adecuada-microbiota intestinal para las funciones
digestivas e inmunomoduladoras (Barribeau et al., 2015). La microbiota puede conferir
resistencia a la exposicién a pesticidas (Wu et al., 2020), inhibir la invasion por parte de
patdgenos (Raymann et al., 2017), ejercer resistencia a la colonizacion de pardsitos
(Schwarz et al., 2019) y mejorar la asimilacién de nutrientes provenientes de la dieta
(Bonilla-Rosso y Engel, 2018). Esta homeostasis con sus microorganismos ha sido
alterada por las actividades antropogénicas propias del sistema agroindustrial presente
principalmente en los paises agroexportadores. Es por ello que hay un interés a nivel
mundial en desarrollar nuevas herramientas que puedan llevar a mejores practicas en
la apicultura. El uso de microorganismos beneficiosos como los probiéticos es una
opcién para mejorar la microbiota de las abejas y su estado nutricional, asi como
combatir enfermedades y mantener el bienestar de las colonias de manera sostenible.
En ese contexto, la incorporacion de probidticos en la dieta de las abejas constituye una
alternativa natural, amigable con el medio ambiente, facil de aplicar y que no deja
residuos contaminantes en la colmena vy, principalmente, en la miel (Endo y Salminen,
2013).

Intestino
posterior
(ileo)

3 4 ok ™ Intestino
% L2 ¥ medio
| 10°UFC

Figura 1.1. Representacion de la microbiota del tracto gastrointestinal de una abeja

Intestino posterior
(recto)

melifera en estado saludable, expresado como UFC/porcién intestino.

1.4. Probi6ticos

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
hospedador” (Hill et al., 2014). En el afio 2018, la Asociacion Cientifica Internacional de
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Probiodticos y Prebidticos (ISAPP) propuso una lista de los criterios minimos que debe
cumplir un alimento o suplemento para ser considerado probiotico. Estos incluyen: 1.
Caracterizacion adecuada que permita identificar al microorganismo hasta el nivel de
cepa; 2. Nombre del probidtico de acuerdo a la nomenclatura cientifica; 3. Seguridad; 4.
Inclusién en una coleccién de cultivo internacional; 5. Ejercer un beneficio para la salud,
el cual debe ser demostrado en al menos un estudio en humanos; 6. El producto que
utiliza el probidtico debe proporcionar hasta el final de su vida util un nivel suficiente de

microbios vivos para ofrecer un beneficio para la salud (ISAPP, 2018).

El requisito de seguridad hace referencia a que el microorganismo sea
reconocido como GRAS (Generally Recognized As Safe); para garantizarlo debe ser
sometido a una serie de pruebas de seguridad, como la ausencia de genes de
resistencia y factores de virulencia, entre otras. Ademas, debe ser capaz de tolerar las
condiciones del tracto gastrointestinal, incluyendo el pH gastrico, las enzimas digestivas
y la accién de las sales biliares para poder llegar viables y en gran cantidad al intestino.
Una vez alli, debe colonizarlo y adherirse a la mucosa intestinal para que tenga lugar la
modulacion de la respuesta inmune, asi como la exclusibn de microorganismos

patégenos (Bolla, 2011).

El criterio propuesto por ISAPP para caracterizar adecuadamente un probiético
hasta el nivel de cepa es importante debido a que algunas propiedades son cepa-
especificas (Binda et al., 2020; McFarland y Evans, 2018; van den Akker et al., 2018).
El nombre de la cepa debe ser provisto de acuerdo a la nomenclatura actual de
bacterias, basado en el Cédigo Internacional de Nomenclatura (Parker et al., 2019).
Existe una lista de los nombres de procariotas disponible en http://www.bacterio.net/
(Parte, 2018). Una vez que la cepa ha sido identificada correctamente, debe ser
depositada en una coleccién de cultivos reconocida internacionalmente. Actualmente,

existen 792 colecciones de 78 paises y regiones registrados (Forssten et al., 2020).

La definicibn de probidticos afirma que éstos deben ser administrados en
cantidades suficientes para conferir un beneficio para la salud del hospedador. Es por
ello que la capacidad de multiplicarse y la cinética de crecimiento del microorganismo
deben ser evaluadas para seleccionar las cepas mas adecuadas. Una vez determinada
cual es la dosis eficaz, se debe estudiar su viabilidad y garantizar que se mantiene hasta

el final de la vida util del producto en el cual han sido incorporadas (Binda et al., 2020).

Entre los efectos de los probibticos se destacan el fortalecimiento de las
defensas del intestino, la mejora en la digestion y la modulacion del sistema inmune (Li

et al., 2016; Sanders et al., 2019). Ademas, ciertas cepas probiéticas pueden evitar el



uso de antibiéticos, minimizando la posibilidad de infecciones oportunistas causadas por
patdgenos resistentes a los antimicrobianos (Reid et al., 2001). Los probiéticos pueden
intervenir en la funcion metabdlica y fisiolégica del intestino a través de diferentes
mecanismos de accion, tales como la prevencion de la colonizacion de patégenos, el
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, la modificacion de la
histomorfologia del epitelio intestinal, la digestion y biodisponibilidad de nutrientes, el
balance de la comunidad microbiana y el mejoramiento de la funcién del sistema inmune
(Londero, 2012).

1.5. Probidticos para abejas

Los probidticos son utilizados en los animales con dos principales fines, mejorar
el sistema inmune y promover la presencia de microorganismos beneficiosos en el tracto
gastrointestinal, lo cual puede ayudar a la digestion y proteger contra enfermedades
(Tanner et al., 2018). En el caso de las abejas, los probioticos pueden ser utilizados
como reemplazo de los antibidticos y como suplemento para las colonias. Los estudios
llevados a cabo con probiéticos han demostrado el efecto de la suplementacion oral,
especialmente de bacterias lacticas, y se han focalizado en enfermedades en las que el
tracto intestinal es el sitio de ingreso de los patégenos al hemocele de las abejas, tales

como la loque americana y cria yesificada.

Con respecto a la actividad inhibitoria de ciertas bacterias sobre el crecimiento
de P. larvae, causante de loque americana, existen numerosos estudios que
demuestran su efectividad (Arredondo et al., 2018; Bartel et al., 2019). Por ejemplo,
lorizzo et al. (2020) evalu6é 61 cepas de Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente
Lactobacillus plantarum) aisladas de pan de polen y del intestino de abejas. Las cepas
presentaron un gran antagonismo frente al patdégeno y mostraron propiedades
fisiol6gicas y bioquimicas adecuadas para su uso como probiéticos en la dieta de las
abejas. Resultados similares fueron encontrados por Arredondo et al. (2018) quien
estudio cepas de Apilactobacillus kunkeei aisladas del intestino de las abejas. En este
caso, los ensayos se realizaron alimentando larvas de abejas en el laboratorio con las
mencionadas cepas, las cuales disminuyeron la mortalidad de las larvas asociada a la

infeccién con P. larvae.

Por dltimo, para la enfermedad cria yesificada, el estudio de bacterias con
capacidad de inhibir el crecimiento de A. apis se ha focalizado en las bacterias lacticas.
Entre ellas, se ha reportado el efecto beneficioso de Lactobacillus johnsonii, una bacteria

asociada a la microbiota de las abejas (Audisio, 2016). En otro estudio, lorizzo et al.



(2021) analizaron la capacidad antagonica de 22 cepas de L. plantarum frente al hongo
patdgeno. Evaluaron distintas matrices, incluyendo lisado celular, cultivo celular y
sobrenadante libre de células. Los autores encontraron que todas las cepas presentaron
actividad antifingica, en distintas intensidades. Esto fue atribuido a la producciéon de
sustancias biolégicamente activas contra el hongo. Sus resultados confirman el rol
antagonico de las bacterias frente a patégenos que utilizan el tracto digestivo de las

abejas como sitio de infeccion, como A. apis.

1.6. Suplementos nutricionales para abejas

El acceso a fuentes diversas y naturales de polen y néctar es esencial para una
completa y adecuada alimentacion de las abejas. Sin embargo, como se mencioné
previamente, la falta de diversidad de nutrientes debido a los monocultivos y pérdida de
habitats ha llevado a que los apicultores suplementen las colonias con sustitutos
proteicos o jarabes de sacarosa para prevenir deficiencias nutricionales. Los
suplementos proteicos son estrategias indispensables en la apicultura en la mayoria de
los paises. Esta demostrado que mejoran la resistencia a enfermedades causadas por
virus y hongos (Dolezal y Toth, 2018), y se ha reportado que la suplementacion proteica
puede aumentar la expresion a nivel de genes y proteinas del péptido antimicrobiano
apidaecina (Danihlik et al., 2018).

Una practica novedosa que ofrece una oportunidad para los apicultores es la
incorporacién de microrganismos beneficiosos a los suplementos alimenticios
destinados a las abejas, con el fin de combatir enfermedades infecciosas. Debido a que
el estado nutricional de la abeja es influenciado por su microbiota, la cual tiene un rol
fundamental en la biosintesis de vitaminas (Zheng et al., 2017), en la descomposicién
de los componentes recalcitrantes del polen (Bonilla-Rosso y Engel, 2018) y en el
metabolismo de azlcares téxicos (Zheng et al., 2016), es interesante utilizar

microorganismos para mitigar estreses que afectan a las abejas.

El método por el cual el probiotico es provisto como alimento a las abejas es un
punto importante que puede influir en su eficacia ya que, por ejemplo, el agregado del
microorganismo al jarabe de sacarosa podria tener un rendimiento inferior debido al
estrés osmotico que puede causar en las células bacterianas (Ptaszynska et al., 2016).
La suplementacion de las colonias con cepas seleccionadas de lactobacilos se ha
llevado a cabo a través de su incorporacion a un suplemento proteico. Su utilizacién
redujo los niveles de P. larvae en las colmenas y mejor6 la supervivencia de las abejas

en ensayos in vitro (Daisley et al., 2020a, b).
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1.7. Kéfir de agua: fuente de potenciales probidticos

La mayoria de las cepas microbianas utilizadas como probiéticos se han aislado
del intestino de las abejas, siendo seleccionados en base a su antagonismo in vitro
frente a determinados patdgenos. Sin embargo, también se han aislado especies
microbianas del ambiente o de formulaciones para consumo animal y humano (Alberoni,
2018). Actualmente, los probidticos se pueden obtener de distintos productos (Panghal
etal., 2018). Entre ellos, el kéfir representa una fuente natural y novedosa de potenciales
probidticos (Nejati et al., 2020) con beneficios para la salud y actividad antimicrobiana
(Sindi et al., 2020).

El kéfir es una bebida fermentada originaria de la regién del Caucaso a la cual
se le acreditan varias propiedades beneficiosas para la salud. Esta bebida fermentada
con los granulos de kéfir es consumida por el hombre desde hace miles de afios sin
registrarse efectos adversos (Liu et al., 2002, 2006). Se obtiene a partir de la actividad
metabdlica de los granulos de kéfir, una masa gelatinosa e irregular de consistencia
elastica (Figura 1.2). Los granulos estan constituidos por una matriz de polisacaridos y
proteinas en la que convive un ecosistema de microorganismos en simbiosis, capaces
de fermentar distintos compuestos azucarados (Garrote et al., 2001). Normalmente, el
kéfir contiene 85-90 % de humedad, 0,2 % de lipidos, 3 % de proteinas, 6% de
azucares, 0,7% de cenizas y 1 % de acido lactico y alcohol (expresado como % p/v). La
microbiota del kéfir consiste en levaduras fermentadoras o no fermentadoras de lactosa,
bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas y bacterias acido-acéticas.
Las especies microbianas presentes dependen del origen de los granulos, las

condiciones de cultivo, de almacenamiento y elaboracion del kéfir (Liu y Lin, 2000).

La comunidad microbiana presente en los granulos del kéfir incluye especies de
bacterias lacticas, bacterias del acido acético y levaduras (Fiorda et al., 2017). Entre las
bacterias se han reportado las especies Lactobacillus casei (Lb. paracasei, Lb. kefir, Lb.
parakefir, Lb. hilgardii, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. plantarum, Lactococcus
lactis, Leuconostoc (Koroleva, 1988; Garrote et al., 2001; Otogalli et al., 1973; Simova
et al, 2002; Witthuhn et al., 2004). Las levaduras presentes en el kéfir incluyen a
Saccharomyces cerevisiae, S. kefir, Candida kefir, Kluyveromyces marxianus,
Torulaspora delbrueckii, Torulopsis holmii (Rosi, 1978; Koroleva, 1988; Iwasawa et al,
1992; Angullo et al, 1993; Simova et al, 2002;), entre otras.

El descubrimiento de que un componente importante de la microbiota del
intestino de las abejas esta representado por lactobacilos y bifidobacterias ha llevado a

los cientificos a investigar la similitud y analogia con las bacterias probiéticas mas
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ampliamente estudiadas en animales y humanos. En particular, el kéfir posee una gran
diversidad de bacterias lacticas que podrian inhibir a patégenos a través de distintos
mecanismos y ayudar a prevenir enfermedades. De manera similar a la dieta de las
abejas, el kéfir de agua contiene azucares de las frutas ricas en fructosa, convirtiéndolo
asi en un ambiente adecuado para la obtencidn de microorganismos como las bacterias
lacticas y las levaduras, que podrian ser incorporadas en los suplementos alimenticios

para mejorar la salud y bienestar de las abejas (Rodriguez et al., 2023).

Figura 1.2. Kéfir de agua, una bebida fermentada obtenida a partir de la fermentacion

de los granulos de kéfir en una solucién azucarada.

1.8. Hipdtesis y objetivos

Desde el afio 2015, en el Laboratorio de Estudios Apicolas (LabEA) del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, que pertenece a la red
de centros de I1+D de la Comisién de Investigaciones Cientificas de la provincia de
Buenos Aires (CIC), se esta trabajando para contribuir a mitigar los actuales problemas
nutricionales que afectan al bienestar general de la colonia de abejas. En base a las
investigaciones y estudios realizados se generaron publicaciones y trabajos que, junto
con el estado actual del conocimiento, llevaron a plantear las hipotesis y los objetivos

de esta tesis.
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Hipotesis

1.

Los microorganismos obtenidos a partir de kéfir de agua tienen el potencial para
actuar como probidtico, mejorando el estado de salud y bienestar de abejas y

larvas.

El suplemento nutricional con potencial probidtico constituye una alternativa
eficaz para mitigar los problemas nutricionales que se evidencian actualmente a

nivel de la colonia.

Objetivo general

Desarrollar un suplemento nutricional con potencial probiético para alimentacién de

abejas (Apis mellifera L.) constituido por microorganismos aislados de kéfir de agua para

contribuir a mitigar los actuales problemas nutricionales de la colonia.

Objetivos especificos

1.

1.9.

Caracterizar y analizar el kéfir de agua como fuente de potenciales probiéticos
para abejas.

Estudiar in vitro las propiedades antimicrobianas de microorganismos aislados
de kéfir de agua frente a dos patdgenos de abejas: Paenibacillus larvae y
Ascophaera apis.

Caracterizar y estudiar in vitro las propiedades probidticas de los
microorganismos con actividad antimicrobiana frente a los mencionados

patdgenos de abejas.

Evaluar en colmenas a campo la efectividad del suplemento nutricional mejorado

por la incorporacién del probidtico.

Esquema de trabajo

Esta tesis estd estructurada en siete capitulos que corresponden a las

etapas que se siguieron para el desarrollo de la investigacion (Figura 1.3).
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Capitulo1

Introduccion general

Caracterizacioén
microbiolégica y quimica
del kéfir de agua

Estudios de antagonismo
frente a patégenos apicolas

Seleccion e identificacion
de cepas

Evaluacién del potencial
probidtico

V

Evaluacion del suplemento
nutricional a campo

Consideraciones y perspectivas
del uso de probiéticos en
Apicultura

Figura 1.3. Esquema de trabajo de esta tesis doctoral.
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Capitulo 2: Caracterizacién microbioldgicay quimica del kéfir de agua

2.1. Introduccion

El kéfir es una bebida fermentada, ligeramente 4cida y carbonatada a la cual se
le atribuyen beneficios para la salud humana (Liu et al., 2002, 2006). Se obtiene a partir
de la fermentacion llevada a cabo por una comunidad simbiodtica de bacterias acido
lacticas, bacterias del acido acético y levaduras, las cuales coexisten en una matriz de
polisacarido llamada kefiran, y, en conjunto, constituyen los granulos del kéfir (Fiorda et
al., 2016). Al igual que otros productos fermentados estos microorganismos le otorgan
su sabor, aroma, color y textura caracteristicos (Bolla, 2011). El kéfir generalmente se
produce al fermentar leche con los granulos, sin embargo, pueden utilizarse distintos
sustratos para su preparacion (Syrokou et al., 2019). En el caso del kéfir de agua, éste
se obtiene agregando los granulos a una solucion de agua, azucar, frutas desecadas y
una rodaja de limén (Gulitz et al., 2012). Luego de 24 o 48 horas de fermentacion a
temperatura ambiente, los granulos son removidos por filtracién y la bebida resultante
esta lista para ser consumida (Figura 2.1). Una gran variedad de productos de
fermentacion esta presente en esta bebida, incluyendo acido lactico, acetaldehido,
etanol y diéxido de carbono, entre otros (Cevik et al., 2019).

La diversidad y abundancia de especies microbianas del kéfir es muy variable ya
que depende del origen de los granulos, asi como del sustrato utilizado y las condiciones
de su preparaciéon y almacenamiento (Witthuhn et al., 2004; Rosa et al., 2017). Segun
las condiciones de incubacion, la concentracién de los microorganismos puede
experimentar fluctuaciones. Ademas, las levaduras se mantienen metabdélicamente
activas durante la refrigeracion, lo que conlleva a cambios del producto durante la
conservacion y reduce su vida util. Esta variabilidad en su composicion quimica y
microbioldgica hace que sea dificil obtener una calidad constante en el producto,

dificultando su industrializacion y comercializacion (Bolla, 2011).
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Figura 2.1. Proceso de elaboracion artesanal de kéfir de agua en el laboratorio: se
agregaron los granulos a una solucién de agua, azucar, frutas desecadas y una rodaja

de limén y se dejé fermentar por 48 h a temperatura ambiente.

La comunidad microbiana presente en los granulos del kéfir incluye especies de
bacterias lacticas (10% — 10° UFC/g), bacterias del acido acético (10°— 10°® UFC/g) y
levaduras (10’ — 10® UFC/g) (Fiorda et al., 2017). Entre las bacterias, el género
Liquorilactobacillus ha sido reportado como el grupo dominante en el kéfir de agua
(Gamba et al., 2021), acompafiado por Lactobacillus paracasei, L. kefiri, L. parabuchneri
y Acetobacter lovaniensis (Gulitz et al., 2011). También, miembros de la familia
Bifidobacteriaceae, tales como Bifidobacter bifidum, B. longum y B. brevi han sido
aislados de los granulos del kéfir (Cevik et al., 2019). Asimismo, se ha reportado la
dominancia de las levaduras Saccharomyces cerevisiae, Zygotorulaspora florentina y

Kluyveromyces lactis (Fiorda et al., 2017).

La composicion microbiana de los granulos y del sobrenadante del kéfir ha sido,
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como se describi6 previamente, muy bien documentada. El andlisis de la comunidad de
microorganismos se ha llevado a cabo, hasta hace unas décadas, exclusivamente por
técnicas de cultivo de microorganismos, seguidas de su identificacion por analisis del
gen ARNr 16S. Si bien estos estudios han proporcionado informacién sustancial muy
relevante, los métodos pueden estar limitados por la baja cobertura de secuencia en los
datos (Gamba et al., 2021). Ademas, s6lo una minima proporcién de microorganismos
pueden ser aislados y cultivados en el laboratorio. Partiendo de este supuesto, fue
necesario avanzar en el estudio del ADN microbiano para ser utilizado en la busqueda
de informacién sobre la fisiologia y genética de organismos no cultivables (Handelsman,
2004).

En las ultimas décadas, las tecnologias de secuenciacion masiva del ADN, junto
con el enfoque de las dmicas y las técnicas computacionales, han permitido un
significativo avance en el estudio de las comunidades microbianas. En la actualidad, la
metagenomica es la técnica mas ampliamente utilizada para analizar las bacterias y
levaduras presentes en una matriz (Kazou et al., 2021). Los dos componentes
principales de la investigacion en metagendémica son el andlisis de la diversidad
microbiana de la fraccion de organismos no cultivables y el andlisis funcional de genes
de organismos presentes en un ambiente de interés, independientemente del cultivo de
los mismos (Caldas de Pinho Pessoa Filho, 2011). Los diferentes enfoques que
componen lo que se conoce como metagendmica incluyen la caracterizacion de las
comunidades microbianas o de sus miembros por métodos que no dependen del cultivo,
aplicando técnicas de andlisis a gran escala, tales como la gendmica, protedbmica y
transcriptomica. Lo que diferencia la metagendmica de la gendémica es que es
independiente del aislamiento de un organismo en particular para luego analizar su
genoma individual. Ademas, se enfoca en la comprensién de la biologia a nivel de
comunidades, mas alla del organismo individual, centrandose en la funcién que cumple

en el ambiente (Research Council US, 2007).

La secuenciacién metagendmica proporciona una alta resolucion taxondémica y
funcional, pero es muy costosa para estudios a gran escala. Es por ello que la alternativa
que prevalece es la secuenciacion del gen ARNr 16S, a pesar de que no permite
identificar mas alla del nivel de género y especie, y ofrece solo predicciones
moderadamente precisas del perfil funcional de los microorganismos (Hillmann et al.,
2018).

La secuenciacion masiva es un método por el cual se ha logrado un gran avance
en la investigacion de los ecosistemas microbianos, tales como los de los alimentos

fermentados. En efecto, esta técnica ha sido utilizada para estudiar las poblaciones
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microbianas presentes en el kéfir. Por ejemplo, Marsh et al. (2013) analizaron mediante
secuenciacién masiva las poblaciones microbianas de muestras de kéfir de distinto
origen. La comunidad bacteriana consistio principalmente en bacterias del 4cido lactico,
Zymomonas Yy bacterias del acido acético. Y las levaduras incluyeron especies de los
géneros Dekkera, Zygosaccharomyces y Meyerozyma, ademas de Saccharomyces. Por
su parte, Walsh et al. (2016) estudiaron los cambios producidos en la comunidad
microbiana del kéfir durante el proceso de fermentacion. El andlisis de secuenciacion
masiva reveld que Lactobacillus kefiranofaciens fue la especie bacteriana predominante
en el kéfir en las etapas iniciales de la fermentacion, mientras que Leuconostoc

mesenteroides predomind en las etapas finales.

El kéfir de agua ha sido estudiado por los beneficios que podria aportar a la salud
humana. Se ha demostrado que el kéfir y sus constituyentes pueden tener propiedades
antimicrobianas, antivirales y antimutagénicas, en cultivos in vitro (Garrote et al., 2000;
Farnworth, 2005). También, se ha descripto la capacidad del kéfir de estimular el
sistema inmune en el ser humano (Thoreux Schmucker, 2001, Vinderola et al., 2005).
Estos efectos podrian atribuirse a la actividad de los propios microorganismos o a los
productos de la fermentacién (Cross, 2002). Numerosas bacterias y levaduras aisladas
de kéfir presentan propiedades probidticas como resistencia a sales biliares, a bajo pH
y adhesion a células Caco-2 (Golowczyc et al., 2007, 2008). Muchos microorganismos
beneficiosos, principalmente bacterias lacticas, se han aislado del kéfir (Tang et al.,
2018). Algunas cepas de Lentilactobacillus kefiri han sido propuestas como excelentes
candidatas para ser aplicadas en el desarrollo de suplementos alimenticios y alimentos
fermentados con propiedades promotoras de la salud (Carasi et al., 2022). De la misma
manera, se han obtenido levaduras con propiedades beneficiosas del kéfir (Romero-
Luna et al., 2018; Tamang y Lama, 2022). Estas han sido identificadas principalmente

como especies de los géneros Saccharomyces y Kluyveromyces (Goktas et al., 2021).

Estos microorganismos beneficiosos pueden ser utilizados en animales para
mejorar el sistema inmune y promover la microbiota del tracto gastrointestinal, lo cual
puede ayudar a la digestién y proteger contra enfermedades (Tanner et al., 2018). Es
por ello que, en los udltimos afios, se han llevado a cabo estudios sobre el uso de
microorganismos en alimentacién animal, incluyendo la industria porcina (Etleva et al.,
2010), avicola (Mantilla y Portacio, 2012) y apicola (Audisio, 2016). En el caso de las
abejas meliferas, el principal propésito es la prevencion y el biocontrol de patégenos
(Chmiel et al., 2021; lorizzo et al., 2020).
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Objetivos especificos

1. Caracterizar quimicamente el kéfir de agua producido en el LabEA.

2. Comparar la composicion microbiana de los granulos con respecto al
sobrenadante de keéfir.

3. Evaluar la composicién microbiana de los granulos y del sobrenadante del
kéfir de agua durante un afio de incubacién, con el fin de determinar si el
namero y el tipo de microorganismos se mantienen estables o no en el
tiempo.

4. Analizar y comparar la diversidad bacteriana presente en los granulos y
en el sobrenadante del kéfir a través de una técnica de secuenciacion

masiva de alto rendimiento.

2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Preparacion de kéfir de agua en el laboratorio

El kéfir de agua se prepard en una solucion de sacarosa (100 g/l) en un litro de
agua hervida. A esta solucion se le incorporaron pasas de uva y una rodaja de limén sin
cascara. Se coloco en un frasco de vidrio con tapa sin cerrar herméticamente. La
fermentacion se realiz6 a temperatura ambiente (23 + 2°C) por 48 h. El sobrenadante
se descarté y los granulos de kéfir fueron filtrados y lavados con agua para una nueva

fermentacion (Stadie et al., 2013).

2.2.2. Andlisis quimico del kéfir

Los parametros de acidez, pH, etanol (% ABV), contenido de minerales (sodio,
potasio y magnesio), solidos solubles totales (°Brix), carbohidratos, proteinas y
contenido de materia seca fueron determinados en el sobrenadante de kéfir. Por su
parte, el contenido de cenizas y de materia seca se midieron en los granulos de kéfir
(Magalhaes et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014). Todos los andlisis quimicos se

realizaron por triplicado y luego del proceso de fermentacion.

La acidez y la materia seca se analizaron siguiendo la metodologia de la
Association of Analytical Communities (AOAC, 1995). El pH se midio utilizando un pH-
metro digital (Hanna Instruments HI98103). El porcentaje de etanol (% ABV) se estimd
determinando la densidad del sobrenadante antes y después del proceso de
fermentacion utilizando un densitdbmetro (Macotest, Argentina). Los solidos solubles

totales (°Brix) se midieron usando un refractdbmetro de mano de laboratorio (Atago N1
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(Brix 0-32 %, Japan). La presencia de minerales fue evaluada por espectroscopia de
emision optica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Las soluciones
standard certificadas por Chem-Lab, Zedelgem B-8210 Belgium, fueron estabilizadas
con acido nitrico previamente purificado por destilacion (Berghof distillacid BSB-939-IR,
GmbH, Germany). Para los analisis se utiliz6 agua ultrapura (Water Purification Systems
Millipore - Milli Q, modelo Elix Technology Inside 10 (Merck, France)). El contenido de
carbohidratos totales fue estimado por el método de Antrona (Londero, 2012), mientras
que el de nitrogeno fue evaluado utilizando el método Kjeldahl. Para el calculo de
proteinas, se multiplicé el nitrégeno total por el factor 6,38 (Matissek et al., 1998).
Finalmente, el porcentaje de cenizas se determind gravimétricamente luego de la

incineracion de los granulos de kéfir a 500-550 °C hasta lograr un peso constante.

2.2.3. Recuento de microorganismos viables presentes en el kéfir

Se pesaron 10 gramos de granulos de kéfir y/o 10 ml de sobrenadante y se
diluyeron en 90 ml de citrato de sodio al 2 % p/v (primera dilucién). A continuacién, se
prepararon diluciones decimales y se sembraron en los medios de cultivo
correspondientes. Para las bacterias se utiliz6 Man Rogosa Sharpe (MRS, Bioclar) (Roy,
2001), mientras que para levaduras fue Hongos y Levaduras (HyL, Britania). Para
ambos grupos de microorganismos la siembra se realiz6 por diseminacion en superficie,
inoculando 0,1 ml de las diluciones correspondientes. Las placas fueron incubadas a 37
°C durante cinco a siete dias en atmdsfera microaerobia y anaerobia para las bacterias.
En el caso de las levaduras, las placas fueron incubadas a 25 °C por tres a cinco dias
en aerobiosis. Luego de la incubacion, se realizé el recuento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC). El nimero se expres6é como UFC por g de granulo de kéfir o por ml

de sobrenadante de kéfir, en funcion de la dilucion.

2.2.4. Evaluacion de la composicion microbiana del kéfir en el tiempo

Con el objetivo de determinar si el numero y el tipo de microorganismos se
mantuvieron estables o no en el tiempo, se evalud, durante un afio, la composicién
microbiana de los granulos y del sobrenadante del kéfir. Para ello, tres réplicas de kéfir
de agua se prepararon para el ensayo y se incubaron en el laboratorio a 23 + 2 °C. Se
realizaron recuentos como se describié previamente en muestras de granulos y

sobrenadante en ocho tiempos, cada un mes y medio, durante un afio (2019 — 2020).
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2.2.5. Secuenciacion masiva del kéfir de agua

La diversidad bacteriana del kéfir de agua se determiné por un analisis de
secuenciacién masiva en el Bee Research Laboratory (United States Department of
Agriculture). La region hipervariable V1-V2 del gen bacteriano ARNr 16S fue
secuenciada a partir de seis muestras, tres correspondientes a los granulos y tres a las

muestras de sobrenadante.

2.2.5.1. Purificaciéon del ADN bacteriano

Para recuperar el ADN bacteriano de los granulos, tres gramos de granulos se
resuspendieron en 40 ml de agua (de grado molecular) usando tubos plasticos de 50 ml
como contenedores. Para obtener el ADN de las muestras de sobrenadante, 14 ml de
agua se afiadieron a los tubos con 15 ml de las muestras. Los tubos se calentaron por
45 min a 65 °C y con un vortex se homogeneizaron cada 15 min durante una hora. Las
extracciones de ADN se llevaron a cabo utilizando el kit Powerlyzer Microbial Kit (Qiagen
12255), con las siguientes modificaciones: para cada muestra, dos ml de las soluciones
resuspendidas se colocaron en tubos de dos mly se centrifugaron a 10.000 rpm por dos
min. El sobrenadante se descarté y los pellets se resuspendieron en 350 pl de solucién
PowerBead y se transfirieron a un tubo Powerlyzer Microbial 0,1 mm. Cincuenta ul de
solucion SL se afiadieron a cada tubo y las muestras se homogeneizaron usando un
homogeneizador FastPrep®-24 5G (MP Biomedicals) a seis m/s por dos min, tres veces
(total seis minutos). Las muestras se recuperaron en 50 ul de buffer de elucién y se

conservaron a -20 °C.

2.2.5.2.  Amplificacion por PCRy secuenciacién de ADN

Una region conservada de la region V1-V2 del gen del ARN ribosomal bacteriano
16S fue amplificado utilizando los primers universales y el protocolo descripto por Floyd
et al. (2020). La amplificacion por PCR se llevé a cabo usando los reactivos de la master
mix Bio-Rad (166509EDU) y un termociclador Bio-Rad CFX96 Real-Time System C1000
Touch Thermal Cycler. Luego de la confirmacién mediante electroforesis en gel de
agarosa de los fragmentos de 359 pares de bases esperados, las muestras fueron
purificadas utilizando filtros Ultracel 100K 0.5 ml (Amicon). Los productos de PCR
purificados se usaron para preparar 6 librerias de ADN para ILLUMINA MiSeq, siguiendo
el protocolo de la libreria de ADN TruSeq DNA. Entre 1.4 My 2.4 M pares de bases
fueron secuenciadas para la libreria (University of Maryland Institute for Genome

Sciences sequencing facility, Baltimore, MD).
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2.2.5.3. Taxonomiay abundancia relativa

La calidad de las lecturas fue evaluada con el software FASTQC (Andrews et al.,
2010). A continuacién, fueron recortadas usando el software Trimmomatic (Bolger et al.,
2014) para remover los cebadores. Las lecturas resultantes fueron procesadas usando
el software MOTHUR v1.48 (Schloss et al., 2009). Los pares de lecturas finales fueron
combinadas utilizando el make.contigs command y el resultado fue filtrado usando el
screen.seqs command. Para remover las secuencias duplicadas, el unique.seqs
command fue utilizado. Luego, fueron alineadas a la base de datos de referencia SILVA
v. 138.1 con el align.seqs command. Las secuencias quiméricas se eliminaron con el
chimera.vsearch command. Las secuencias resultantes se clasificaron con el
classify.seqs command, y aquellas secuencias que no pertenecieron a Bacteria se
removieron con el remove.lineage command. Finalmente, las secuencias fueron
agrupadas en unidades taxonémicas operativas (OTU) usando el cluster.split command
con un taxlevel=4 y cutoff=0.03, y los OTUs resultantes se clasificaron por medias con
el classify.otu command. Los OTUs con menos de 10 lecturas en todas las muestras
fueron removidos. La abundancia relativa de cada OTU fue calculada como la
proporcion de la suma de secuencias para cada muestra basada en la anotacion. La
estructura de la comunidad microbiana fue estimada con el indice de Diversidad de
Shannon y de Simpson, y fueron utilizados para calcular la diversidad a usando el
software NAMCO https://exbio.wzw.tum.de/namco/. Las muestras fueron normalizadas

por rarefaccion.

2.2.6. Analisis estadistico

La variable nimero de UFC fue transformada con logaritmo en base 10. Las
diferencias en el nimero de microorganismos en granulos y sobrenadante de kéfir en el
tiempo se evaluaron mediante analisis de la variancia (ANOVA de un factor). Las medias
fueron analizadas mediante el test de Fisher LSD (Least Significant Difference) (p <
0,05). El test de t-Student se llevo a cabo para comparar las medias (log UFC) de las
bacterias y levaduras entre sobrenadante y granulos de kéfir, asi como para evaluar las
diferencias en el nimero de microorganismos al inicio y al final del ensayo luego de un
afio. Un p-valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Todos los andlisis

estadisticos se realizaron con los softwares Epidat e InfoStat (Di Rienzo et al., 2008).
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2.3. Resultados
2.3.1. Andlisis quimico del kéfir de agua

Las muestras de kéfir de agua se examinaron en el tiempo O (después de la
inoculacién con los granulos de kéfir) y luego de las 72 h de fermentacién a través de
distintos parametros quimicos. En la Tabla 2.1 se presentan los resultados de la

caracterizacion de las muestras de granulos y sobrenadante.

Tabla 2.1. Caracterizacion quimica de los granulos y sobrenadante de kéfir de agua

luego de 72 h de fermentacion.

PARAMETROS VALOR*
SOBRENADANTE
Acidez (g/100 ml) 0,77 £ 0,00
pH 3,44 + 0,05
Contenido de carbohidratos (mg/ml) 1,80 + 0,05
Contenido total de proteinas (%) 0,02 £ 0,00
Materia seca (% p/v) 0,51 +0,04
Etanol (% ABV) 1,19 + 0,37
Sélidos solubles totales (°Brix) 1,73+0,11
Sodio (mg/l) 77,6 £0,02
Potasio (mg/l) 165,4 + 0,03
Magnesio (mg/l) 21,1+ 0,02
GRANULOS
Peso seco (% p/p) 17,12+ 1,24
Cenizas (% p/p) 0,69+0,01

* Cada dato es la media de tres repeticiones + desvio estandar.

2.3.2. Enumeracion de microorganismos del kéfir

Se realiz6 un recuento del nimero de microorganismos de los granulos y

sobrenadante del kéfir luego de incubar por tres dias en el laboratorio un kéfir de agua.
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Como resultado se obtuvo que las bacterias (6,34 + 0,59 log UFC ml?), aisladas en
atmaosfera microaerobia y anaerobia, fueron mas abundantes que las levaduras (5,48 +
0,4 log UFC ml?) en el sobrenadante (p < 0,01), mientras que no se encontraron
diferencias estadisticas entre ambos grupos de microorganismos en los granulos
(bacterias: 7,34 + 0,5 log UFC gy levaduras: 7,00 + 0,32 log UFC g%). Los resultados
son el promedio de las diluciones 102 y 10* para bacterias y de 102 y 103 para
levaduras (en el sobrenadante), y de las diluciones 10*y 10° para bacterias y de 103y

10* para levaduras (en los granulos).

2.3.3. Comparacion del recuento de microorganismos entre el sobrenadante y los

granulos de kéfir

El nimero de bacterias y levaduras de los granulos del kéfir se compar6 con el
namero obtenido del sobrenadante. El recuento de cada grupo microbiano fue
significativamente mayor (p < 0,01) en los granulos comparado con el sobrenadante
(Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Comparacion de la caracterizacion microbiolégica de los granulos vy
sobrenadante de kéfir de agua luego de 72 h de fermentacion.

GRANULOS SOBRENADANTE
MICROORGANISMO
(Log UFC gh)* (Log UFC ml?)
BACTERIAS MICROAEROFILAS 7,39+ 0,07 a* 6,41 + 0,08 b
BACTERIAS ANAEROBIAS 7,28+0,14 a 6,27+ 0,15 b
LEVADURAS 7,00+0,11 a 548+0,14 b

* Cada dato es la media de tres repeticiones + desvio estandar.

+ Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

2.3.4. Evaluacién de la composicion microbiana del kéfir en el tiempo

Se encontraron marcadas diferencias entre el sobrenadante y los granulos en
las poblaciones de los microorganismos analizados durante el tiempo de
almacenamiento (Figura 2.2). El nimero de bacterias microaerdfilas y anaerobias en el

sobrenadante alcanzé un maximo luego de cinco meses de almacenamiento, y, a partir
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de ese periodo, se observo una tendencia al descenso en el nUmero. En cambio, el
recuento de levaduras se mantuvo constante, hasta que se registré6 un aumento a los
siete meses. Por otro lado, el recuento de bacterias en los granulos mantuvo una
tendencia descendiente durante todo el tiempo de conservacion, presentando un
significativo descenso luego de los cinco meses. La poblacién de levaduras fue estable
durante los primeros cinco meses, con un aumento considerable después de ese

tiempo.

El nimero inicial de microorganismos se compard con el numero final con el
objetivo de establecer cémo influyeron las condiciones de almacenamiento luego de un
afo. En los granulos de kéfir, el recuento de ambos grupos de bacterias y de levaduras
disminuy6 significativamente (p < 0,01) luego de 12 meses. En el sobrenadante, el
numero de bacterias no presentd diferencias estadisticas (p = 0,05) luego de un aino,
mientras que el recuento de levaduras aumento significativamente (p < 0,01) después

del periodo de almacenamiento.
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Figura 2.2. Recuento expresado en log UFC/g o ml de bacterias microaerdfilas (A),
bacterias anaerobias (B) y levaduras (C) de los granulos y del sobrenadante del kéfir

durante un afo de almacenamiento a 23 + 2 °C.
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2.3.5. Secuenciacion masiva del kéfir de agua
2.3.5.1. Cobertura de secuenciacion

En total, 28.721.971 lecturas crudas fueron obtenidas de todas las muestras.
Luego de procesar las librerias utilizando el software MOTHUR, 2975 OTUs Unicos
fueron inferidos con una minima abundancia de 10 lecturas a través de todas las

muestras (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Resultados de la secuenciacién masiva del kéfir de agua: estimacién de la

diversidad bacteriana entre muestras de granulos (G) y sobrenadante (S) de kéfir.

MUESTRA NUMERO DE OTUS INDICE iINDICE
SECUENCIAS SHANNON SIMPSON
(LECTURAS CRUDAS)

G-F12 3921280 678 1,59 0,35
G-G12 2969701 666 1,6 0,35
G-H12 2421456 657 1,65 0,33

PROMEDIO 3104145 667 1,61 0,34
S-F12 7887669 1496 4,95 0,02
S-G12 6000839 1242 4,95 0,02
S-H12 5521026 1207 4,95 0,03

PROMEDIO 6469844 1315 4,95 0,02

2.3.5.2. Diversidad de las comunidades bacterianas

La diversidad fue calculada para cada grupo de datos (Tabla 2.3). La estimacion
de la riqueza de especies fue mayor en las muestras de sobrenadante de kéfir (1315,
en promedio para las tres muestras) comparado con los granulos (667, en promedio
para las tres muestras). En las muestras de sobrenadante se observdé una mayor
diversidad alfa, estimada mediante el indice de Shannon (el cual fue utilizado para
estimar la diversidad microbiana en la muestra) y mediante el indice de Simpson

(utilizado para estudiar la diversidad microbiana entre muestras) (Tabla 2.3).
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2.3.5.3. Andlisis taxondmico y abundancia relativa de las comunidades

bacterianas en cada muestra

Con el objetivo de determinar la abundancia relativa de las bacterias en cada
grupo, los OTUs inferidos fueron utilizados para interrogar la base de datos de referencia
SILVA. En el sobrenadante, el analisis a nivel de género mostr6 que los
microorganismos pertenecian principalmente a los géneros Anaerocolumna y Ralstonia.
En el caso de los granulos, el género mas representado fue Liquorilactobacillus, si bien
los géneros Leuconostoc y Oenococcus también estuvieron bien representados (Figura
2.3).

Género

Acotobactor(99)
Anaerocolumnal100)
Bacilaceae_1_unclassfed(100)
Bacilus{100)
Cutbactorum| 100)
Lachnospiraceae unclassified|100)
Lacticaseibaciius|100)
Lenslactobacilius(100)
Leuconostoc( 100)
Uquoriactobaciius( 100
Oenocoocus(100)
Pseudomonas(100)
Rastonia(100)
Romboutsia(100)
Staphylococcus(100)

Ralstonia

Abundanciarelativa
ERITEE NEm

QPreErereooepooooRoo

3

=2l

Sobrenadante Granulos

Figura 2.3. Abundancia relativa de los principales 15 géneros de bacterias en muestras

de sobrenadante (S) y granulos (G) de kéfir de agua.

2.4, Discusidn

Hasta la fecha, se han llevado a cabo estudios sobre la composiciéon quimica y
microbioldgica del kéfir de agua comparando bebidas elaboradas con distintos sustratos
o de diferentes origenes. Algunas investigaciones se centran en los cambios quimicos
0 microbiologicos del kéfir. Sin embargo, estos estudios se basan Unicamente en el
proceso de fermentacion (Magalhaes et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014) o en el
almacenamiento del mismo (de Oliveira Leite et al., 2013; Vardjan et al., 2013), pero no
en los cambios que pueden ocurrir con el paso del tiempo. En esta tesis se analiz6 la
composicion y la estabilidad microbiologica del kéfir de agua durante un afio completo,
con el objetivo de evaluar la posible alteracion que puede ocurrir en la comunidad

microbiana del kéfir en el tiempo.

28



Respecto a los pardmetros quimicos, los bajos valores de pH del kéfir obtenidos
concuerdan con los reportados para muestras de kéfir de agua (Laureys y De Vuyst,
2014; Cevik et al., 2019), y de otras bebidas fermentadas (Nemo y Bacha, 2020). El bajo
pH del kéfir es esperable ya que se trata de un producto fermentado, y esta acidez se
debe a la presencia de bacterias productoras de acido lactico que predominan en el kéfir
(Magalhaes et al., 2010). El contenido de materia seca en los granulos fue mas alto que
en el sobrenadante, lo cual puede ser explicado por la mayor biomasa microbiana
presente en los granulos del kéfir (Garrote et al., 2000). La concentracion de etanol
aumento durante el proceso de fermentacion de tres dias. Esta tendencia también fue
observada por otros autores (Magalhaes et al., 2010; Fiorda et al., 2017). El aumento
en la concentracién de etanol en la bebida obtenida se debe principalmente a la
presencia de las levaduras, las cuales son responsables de la fermentacién alcohdlica
y su metabolismo se ve estimulado por el contenido de azucar del kéfir. Ademas, la
fermentacion llevada a cabo por bacterias lacticas heterofermentativas también conlleva
a un aumento en la concentracion de este alcohol (Moreno y Peinado, 2012). Se han
reportado contenidos de etanol entre 0,09 a 4,96 % (Corona et al., 2016; Randazzo et
al., 2015). En concordancia con nuestros resultados (1,19 = 0,37 %), Situm (2020)
report6 valores entre 0,12 y 1,87 %, con una media de 0,60 % de etanol al evaluar 31
muestras de kéfir de agua. Por su parte, en este estudio, los sélidos solubles totales
analizados disminuyeron durante el proceso de fermentacién, con un minimo valor luego
de 72 h. Esto es esperable ya que los microorganismos consumen el aztcar del kéfir
como fuente de energia. Resultados similares fueron reportados por Monar y Davalos
(2013). Destro et al. (2019) analizaron el efecto de distintos tipos de azlcar en la
fermentacion del kéfir y encontraron que los valores de los sélidos solubles totales

disminuyeron hasta las 32 h, y luego se mantuvieron estables hasta las 56 h.

Las propiedades quimicas del kéfir de agua, al igual que las microbiolégicas,
dependen de factores tales como el proceso de elaboracion, la incubacion y las
condiciones de almacenamiento (Irigoyen et al., 2004; Farnworth, 2005; Oner et al.,
2010). Debido a esto, algunos de los resultados que se obtuvieron difieren de otros
estudios. Es el caso de los niveles de proteina, estos fueron mas bajos comparados con
los presentados por otros autores (Dwiloka et al., 2020). El contenido de carbohidratos
y de cenizas también difirieron de valores reportados previamente (Magalhaes et al.,
2010; Nemo y Bacha 2020). En este estudio se evalu6 la composicion de
macrominerales (Na, K, Mg) del kéfir. Las muestras presentaron un contenido de 77,6
mg/l de sodio, 165,4 mg/l de potasio y 21,1 mg/l de magnesio. Estos resultados fueron

similares a los reportados para otros kéfires preparados con distintos tipos de azlcar
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negra (Destro et al.,, 2019). Sin embargo, el contenido mineral del kéfir de agua

estudiado fue menor con respecto a kéfires de leche (Turker et al., 2013).

En cuanto a la composicién microbiolégica de las muestras de kéfir de agua, los
principales grupos presentes estudiados fueron bacterias microaerdfilas, bacterias
anaerobias y levaduras. Muchos autores también han descripto la presencia de estos
grupos microbianos en el kéfir (Magalhaes et al., 2010; Syrokou et al., 2019; Cevik et
al., 2019). En las muestras de sobrenadante evaluadas, las bacterias fueron mas
abundantes que las levaduras, al igual que lo reportado por otros autores (Magalhaes
et al., 2010; Laureys y De Vuyst, 2014; Prado et al., 2015). Sin embargo, Syrokou et al.
(2019) encontré que la poblacion de levaduras excedié a la de bacterias por dos
unidades logaritmicas en muestras de kéfir de agua. Los autores atribuyeron este
resultado al alto contenido de azucar del kéfir con el que trabajaron. De manera similar
a otros estudios (Laureys y De Vuyst, 2014), el numero promedio de los tres grupos
microbianos evaluados (bacterias microaerdfilas, bacterias anaerobias y levaduras), fue

mayor en los granulos que en el sobrenadante.

Durante el almacenamiento del kéfir, las bacterias y las levaduras presentaron
un comportamiento diferente. En los granulos y en el sobrenadante, el nimero de
bacterias tendié a disminuir, mientras que el recuento de levaduras se mantuvo estable,
con una tendencia a aumentar con el tiempo. Estos resultados concuerdan con los
descriptos por lIrigoyen et al. (2004), quien reportd un significativo descenso de
lactobacilos y lactococos, mientras que las levaduras se mantuvieron constantes
durante el almacenamiento del kéfir por cuatro semanas. El crecimiento y la
supervivencia de los microorganismos en los alimentos depende de los cambios en las
condiciones fisicas y quimicas del ambiente y de la capacidad de los microorganismos
de colonizar la matriz alimentaria e interactuar con otras comunidades microbianas
presentes en ella (Giraffa, 2004). El crecimiento de las levaduras durante la
fermentacion puede deberse a la acidificacion del ambiente producido por las bacterias,
permitiendo a las levaduras convertirse en el grupo predominante al final del periodo de
almacenamiento del kéfir (Magalhaes et al., 2010). Factores tales como la incubaciéon y
las condiciones de almacenamiento pueden influir en las caracteristicas microbioldgicas
del producto final (Leite et al., 2013). Al comparar los recuentos microbianos entre el
inicio y el final del periodo de conservacion, los resultados mostraron que, si bien el
namero de bacterias y levaduras disminuy6 luego de 12 meses, una importante
comunidad de microorganismos estuvo presente en el kéfir luego del largo periodo de

almacenamiento.

En esta tesis, se describid la comunidad bacteriana de las muestras de kéfir a
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través de la secuenciacion masiva. A diferencia de los resultados obtenidos por técnica
de recuento de cultivables, con la secuenciacidbn masiva se obtuvieron indices de
riqueza y diversidad menores en los granulos en comparacion con los sobrenadantes
(Dietrich et al., 2022; Franzetti et al., 1998; Ibacache-Quiroga et al., 2022). Para explicar
los menores valores de diversidad observados en los granulos, se plantean dos
hipétesis. La primera hace referencia a que una ineficiente adhesion de los
microorganismos a la superficie de los granulos provocaria una mayor carga bacteriana
en el sobrenadante (Dietrich et al., 2022). Otra hip6tesis podria ser que la falta de
secuenciacién del grupo de las levaduras haya llevado a una subestimacion de la
diversidad real del kéfir (Franzetti et al., 1998; Rosa et al., 2017). Estos resultados
demuestran que la técnica de cultivo de microorganismos y otros métodos
independientes del cultivo, como la secuenciacion masiva, pueden llevar a resultados
diferentes. Con lo cual, es muy importante utilizar tanto la técnica tradicional como la
moderna de secuenciacién para evaluar comunidades microbianas, por ejemplo, en

productos como el kéfir.

El analisis metagenémico de la comunidad de bacterias del kéfir revelo tres
géneros principales en las muestras de granulos: Leuconostoc (18%) y Oenococcus
(15%), que pertenecen a la familia Leuconostocaceae, y Liquorilactobacillus (55%),
miembro de la familia Lactobacilllaceae. Este ultimo género ha sido previamente
reportado en el kéfir de agua (Badel et al., 2011). Liquorilactobacillus es de gran
importancia ya que secreta dextrano, un exopolisacarido de particular interés por su
potencial como prebibdtico (Tan et al., 2022). Por su parte, en las muestras de
sobrenadantes, el grupo “otros” fue mayoritario, con un 50 %, reflejando la mayor
diversidad observada. Los géneros dentro de este grupo no fueron adecuados
candidatos a probiéticos debido a que no pertenecian a las bacterias lacticas o porque
No eran seguros para su uso como probidticos. De esta manera, a pesar de que la
diversidad de bacterias en los granulos de kéfir fue menor, con sélo tres géneros mas
representativos, todos ellos incluyen especies que tienen el potencial de ser utilizados

como probidticos en alimentacion de abejas.

La composicion metagendmica del kéfir de agua ha sido estudiada por muchos
autores (De Almeida Brasiel et al., 2022; Ibacache-Quiroga et al., 2022; Kalamaki y
Angelidis 2019; Liu et al., 2019). Yerlikaya et al. (2022) analizé la comunidad microbiana
de muestras comerciales de granulos del kéfir y encontr6 que, entre las especies
bacterianas, eran dominantes Lactobacillus ruminis y Bacillus methanolicus. Kumar et
al. (2021) analiz6 muestras de kéfir de Malasia y, de manera similar a nuestro estudio,

describieron a los géneros Lactobacillus y Oenococcus como los mas abundantes. Estos
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autores también reportaron al género Acetobacter como uno de los mas comunes.
Muestras de kéfir de agua de Bélgica fueron estudiadas por Verce et al. (2019). En su
estudio, analizaron las muestras utilizando la secuenciacion por metagendmica y
encontraron una nueva especie de Oenococcus relacionada con Oenococcus oeni y
Oenococcus kitaharae. Es importante destacar que, Lentilactobacillus kefiri, es una de
las principales especies de bacterias lacticas presentes en el kéfir. Carasi et al. (2022)
discutieron el potencial de L. kefiri como una especie probidtica y concluyeron que
ciertas cepas serian excelentes candidatas para su uso en el desarrollo de suplementos

alimenticios.

Conclusiones

e Desde el punto de vista quimico, las muestras de kéfir de agua evaluadas
se caracterizaron por ser acidas, con un bajo contenido de etanol y
presentaron macro minerales como Na, Ky Mg.

e De acuerdo con los resultados obtenidos por la técnica de recuento de
cultivables, en el sobrenadante del kéfir de agua las bacterias fueron mas
abundantes que las levaduras.

e En los granulos del kéfir de agua, a través de la técnica de recuento de
microorganismos viables, no se encontraron diferencias estadisticas
entre bacterias y levaduras.

e Los granulos del kéfir presentaron un mayor nimero de microorganismos
(bacterias y levaduras), comparado con el sobrenadante.

e lLuego de un afio de almacenamiento a 23 * 2°C, todos los
microorganismos estudiados, bacterias y levaduras, permanecieron
viables en el kéfir.

e La diversidad de bacterias, analizada por la técnica de secuenciacion
masiva, fue menor en los granulos que en el sobrenadante de kéfir.

e A través de la técnica de secuenciacibn masiva se observd que los
principales géneros de bacterias presentes en los granulos del kéfir
fueron miembros de las familias Leuconostocaceae y Lactobacilllaceae,
las cuales incluyen especies de microrganismos probioticos.

e Las técnicas de cultivo de microorganismos viables y las de
secuenciacion son complementarias.

e El kéfir de agua es una fuente de potenciales probiéticos que podrian ser

utilizados en la alimentacion de abejas.
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Capitulo 3: Estudios in vitro de la actividad antimicrobiana de microorganismos

aislados del kéfir de agua frente a patégenos de interés apicola

3.1. Introducciéon

En las ultimas décadas la poblacion global de las abejas meliferas ha enfrentado
una elevada mortalidad, siendo un desafio dificil el manejo sustentable de estos insectos
(Maggi et al., 2016). Uno de los principales factores que puede reducir la produccién de
miel y, en algunos casos, provocar la muerte de la colonia, son los diferentes patdégenos
y parasitos que afectan a las abejas (Audisio, 2016). Entre ellos se destacan
Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis, los cuales representan las enfermedades mas

importantes de las larvas de abejas a nivel global (Hristov et al., 2020).

Paenibacillus larvae (Figura 3.1) es una bacteria Gram positiva con la capacidad
de formar esporas que permanecen viables por largos periodos y pueden sobrevivir
frente a condiciones adversas (Morse y Nowogrodzki, 1990). Es el agente causal de la
“loque americana”, la enfermedad mas severa que afecta a la cria de abejas y que esta
ampliamente difundida en todos los paises productores de miel (Matheson, 1996). Las
colmenas enfermas se caracterizan por la presencia de cuadros con cria salteada, cuyas
celdas presentan opérculos hundidos y oscurecidos, con perforaciones irregulares. Las
larvas afectadas adquieren un color beige (castafio claro) y marrén oscuro que se
transforman en una masa viscosa que, finalmente, se convierte en una escama negra
adherida al fondo de las celdas. Cada escama puede contener hasta 2,5 x 10° esporas
bacterianas, siendo éstas la forma infectiva (Sturtevant, 1932). El ciclo de la enfermedad
comienza cuando la larva ingiere las esporas con el alimento contaminado. Las esporas
germinan en el intestino de las larvas dando lugar a células vegetativas flageladas que
migran al epitelio y lo atraviesan durante la metamorfosis. Desde alli, alcanzan la
hemolinfa, se multiplican y vuelven a esporular (Genersch, 2010). A los 11/12 dias, la
pupa muere por septicemia (Tanada y Kaya, 1993). Cuando las abejas nodrizas
remueven las larvas muertas, las esporas se diseminan por toda la colmena,
contaminando la miel y otros productos apicolas. También se pueden diseminar entre
colmenas por pillaje, enjambres e intercambio de cuadros, principalmente (Matheson y
Reid, 1992).
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Figura 3.1. Micromorfologia de Paenibacillus larvae. Colonias cultivadas en medio
MYPGP a 35 + 2°C (izquierda). Vista bajo microscopio optico de células de P. larvae
con tincion de Gram (derecha).

Ascosphaera apis (Figura 3.2) es un hongo heterotdlico que esporula solo
cuando los micelios del sexo opuesto entran en contacto y, luego de la interaccién entre
ambos micelios, se forman las esporas dentro de cuerpos fructiferos verde oscuro
denominados ascocarpos (Gilliam et al., 1978). A. apis causa la enfermedad “cria
yesificada” que ataca a las larvas de abejas y se presenta en la mayoria de las regiones
del mundo. La enfermedad se produce por la ingestion de las ascosporas por parte de
las larvas. Las esporas pueden permanecer latentes y viables por muchos afios, y son
capaces de germinar en el ambiente microaerofilo del canal alimentario de la larva.
Luego, las hifas del micelio penetran en las paredes del intestino, privandola de
nutrientes. El crecimiento vegetativo de A. apis se extiende por la larva, cubriéndola
totalmente de una capa gruesa de micelio. Si los cuerpos de fructificacion se han
formado, las larvas enfermas se convierten en las llamadas “momias” de color gris o

negro (Figura 3.3) (Aronstein y Murray, 2010).
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Figura 3.2. Micromorfologia de Ascosphaera apis. Crecimiento en medio YGPSA a 25

+ 2°C; vista bajo microscopio 6ptico.

Figura 3.3. Momias de larvas de abejas luego de ser atacadas por A. apis; vista bajo
lupa. Las momias blancas fueron atacadas por un solo micelio (plus 0 minus), mientras
gue las momias negras fueron atacadas por ambos micelios y se generaron frutos, lo

gue produce el cambio de coloracion (de blanco a negro).
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En los udltimos afios, numerosos estudios llevados a cabo en el laboratorio han
demostrado el efecto antibacteriano y antifingico de microorganismos, principalmente
bacterias lacticas, frente a distintos patégenos de las abejas (Alquisira-Ramirez et al.,
2017; lorizzo et al., 2020a, b; lorizzo et al., 2021). Muchos autores han reportado la
capacidad de ciertas bacterias para inhibir el crecimiento de P. larvae (Daisley et al.,
2019; Lamei et al.,, 2020). La mayoria de las bacterias, entre las que se pueden
mencionar Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente Lactobacillus plantarum),
Apilactobacillus kunkeei, especies de Bacillus y Brevibacillus, han sido aisladas de pan
de polen, del intestino de abejas, de la miel o de larvas de abejas. Estas especies han
mostrado antagonismo in vitro sobre P. larvae o han disminuido la infeccion y/o
mortalidad de las larvas causada por este patégeno (Arredondo et al., 2018; Bartel et
al., 2019; Daisley et al., 2020; lorizzo et al., 2020a). En cuanto al antagonismo de
bacterias frente a A. apis, hay pocos estudios realizados, siendo las bacterias del acido
lactico las mas estudiadas (Bartel et al., 2019; Cabana et al., 2021, lorizzo et al., 2020b).
Ensayos in vitro e in vivo con especies de Lactobacillus han demostrado que esta
bacteria tiene un efecto beneficioso en la salud de las colonias, estimulando la puesta
de la reina y la produccién de miel (Audisio, 2016).

Las investigaciones descriptas previamente se basan en la evaluacién de la
susceptibilidad microbiana a través de la utilizacion de técnicas conocidas como
antibiogramas (Fothergill, 2012). En los antibiogramas se enfrentan microorganismos a
sustancias que se aplican al medio de cultivo en determinadas concentraciones
(Akualing y Rejeki, 2018). Dentro de las técnicas clasicas se encuentran, por un lado,
las pruebas de difusién, que incluyen la difusién por discos, por pozo en agar y la
inclusién de la sustancia antimicrobiana a probar en el medio de cultivo. Entre los
métodos de dilucidn se pueden mencionar técnicas en agar, en caldo (Balouiri et al.,
2016) y el método de microdilucion. Este altimo implica preparar diluciones seriadas del
cultivo a evaluar y permite trabajar con pequefios volimenes de muestra y medios
(EUCAST, 2017).

El ciclo de vida de las abejas se divide en cuatro fases de desarrollo: huevo,
larva, pupa e imago (Weaver, 1957). El ciclo de desarrollo comienza con la oviposicion
de la reina de un huevo en la celda de cria, seguido por la eclosién del huevo y el
crecimiento de la larva durante siete dias, un periodo de incubacién durante el cual se
desarrolla la pupa vy, finalmente, la emergencia de la abeja adulta (Winston, 1991)
(Figura 3.4). La cria de larvas in vitro es una interesante estrategia para estudiar la
fisiologia de las abejas, la determinacion de la casta y para evaluar los efectos de

distintas patologias. Los protocolos para criar larvas de abejas in vitro se centran en el
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periodo larval de siete dias. Con ellos se ha logrado la supervivencia de las larvas y, por
lo tanto, pueden ser utilizados para ensayos de cria y de rutina (Aupinel et al., 2005;
Crailsheim et al., 2013). Se ha demostrado que alimentar abejas con una dieta
suplementada con determinadas bacterias estimula la transcripcion de genes implicados
en la respuesta inmune (Evans y Lépez, 2004; Antunez et al., 2013). Por lo tanto, el
agregado de bacterias beneficiosas al alimento mejoraria la inmunidad de las abejas

contra posibles patdégenos (Al-Ghamdi et al., 2017).

21 dias

Cria abierta Cria operculada

L) L L
Huevo Fase larval Prepupa Fase pupal Adulto

Figura 3.4. Metamorfosis en la casta obrera de Apis mellifera. Esquema del desarrollo
holometabolo dia a dia, desde la oviposicién hasta que emerge el adulto. Se indica con
ndameros romanos los cinco estadios de la fase larval (Tomado de Vazquez y Arredondo,
2024).

Como se describié previamente (Capitulo 1), uno de los requisitos para que un
microorganismo sea considerado probiético es que ejerza un efecto beneficioso en la
salud del hospedador. En este contexto, se propuso evaluar el impacto del kéfir de agua
y SLC de microorganismos obtenidos del mismo, en la salud de larvas de abejas. A
través de su incorporacion en la dieta se puede determinar si el compuesto resulta téxico
0 ejerce un beneficio en las larvas, tales como aumentar el peso y/o tamafio y disminuir

la mortalidad frente a la infeccion con patdgenos.

Objetivos especificos

1. Aislar bacterias y levaduras que predominen en el kéfir de agua con el fin

de obtener una coleccién de aislamientos como potenciales probiéticos.

37



2. Evaluar in vitro las propiedades antimicrobianas de las bacterias y de las
levaduras aisladas del kéfir frente a Paenibacillus larvae y a Ascosphaera
apis.

3. Determinar la concentracibn minima inhibitoria (CIM) de los
sobrenadantes de los microorganismos seleccionados por su capacidad
antimicrobiana a través de la técnica de microdilucion en caldo.

4. Estudiar el efecto del kéfir de agua en la mortalidad larval en ensayos de
cria de larvas in vitro.

5. Evaluar el efecto de los sobrenadantes microbianos sobre larvas criadas
in vitro y si su incorporacion a la dieta induce efecto antimicrobiano en la
infeccién provocada por los patégenos causantes de las enfermedades
loque americana y cria yesificada.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Aislamiento y caracterizacién fenotipica de microorganismos del kéfir de
agua

A partir del kéfir de agua, en el laboratorio, se prepararon diluciones decimales y
se sembraron en placas con medio MRS para aislar bacterias y medio HyL para el
aislamiento de levaduras. Luego de la incubacion a 35 + 2 °C (bacterias) y a 25 °C
(levaduras), se evaluaron las placas y se eligieron las colonias de bacterias y levaduras
que presentaban diferentes morfologias. Cada una de ellas fue repicada mediante
estrias a otra placa con el mismo medio de cultivo y se incubaron en las condiciones
descriptas previamente en el capitulo 2. Este procedimiento se repitié sucesivas veces

hasta asegurar la pureza del cultivo.

Los aislamientos puros fueron caracterizados fenotipicamente en base a los
criterios reportados por Mantilla y Portacio (2012). En un primer lugar, se realizé el
método de tincién de Gram en bacterias (Coico, 2001) y la técnica de disgregado con
azul de metileno en levaduras (Smart et al., 1998). Luego, los aislamientos fueron
evaluados mediante las pruebas de actividad oxidasa y catalasa, reduccion de nitrato,
produccion de gas a partir de glucosa y fermentacion de lactosa (Gerhardt 1981; Audisio
et al., 2011; Camarotte 2013).

3.2.1.1. Preparacion de sobrenadantes de los cultivos microbianos

Las bacterias aisladas del kéfir fueron cultivadas en 10 ml de caldo MRS durante
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24 h a 37 °C en microaerofilia y en anaerobiosis. Las levaduras se cultivaron en 10 ml
de medio HyL durante 24 h a 25 °C en aerobiosis. Los cultivos se hicieron crecer hasta
la fase exponencial y su densidad éptica (D.O) se ajustd a 0,1 (600 nm), midiendo en
espectrofotdmetro (PerkinEImer PDA UV/VIS Lambda 265). Los sobrenadantes se
obtuvieron por centrifugacion a 15.000 rpm (“DLab” D2012-Plus) durante 10 min. Los
mismos se filtraron con filtros de 0,22 um (Sartorius) y se utilizaron en las pruebas de

actividad antimicrobiana.

3.2.2. Cepas patdgenas de larvas de abejas

Se utilizaron ocho cepas de Paenibacillus larvae. Tres de ellas, CMM15, CMM23
y CMM35, fueron obtenidas por el Dr. Reynaldi y pertenecen al cepario de coleccion de
Micologia Médica de La Plata (CEMIBA). Una, MAR1, pertenece a la colecciéon del
LabEA. Otras tres, Cobo, Sierra y Estafeta, fueron provistas por el Centro de
Investigacién de Abejas Sociales (CIAS — Mar del Plata). La cepa BMR43-81 fue provista
por el Dr. Thompson del Department of Biology (University of Western Ontario). Las
cepas se cultivaron en medio MYPGP con el agregado de antibiéticos &cido nalidixico y
acido pipemidico. Este medio fue desarrollado por Dingman y Stahly (1983) y se
compone de caldo Mueller-Hinton, extracto de levadura, K;POa, glucosa, piruvato de
sodio y agar. Para la obtencion de células vegetativas, las esporas se hicieron germinar
mediante la incubacién en microaerofilia a 37 °C durante una semana. Las colonias se
repicaron en placas con medio MYPGP y se hicieron crecer en aerobiosis a 37 °C por
48 h. A partir de las colonias puras, se inocularon tubos con medio liqguido MYPGP y se
incub6 en aerobiosis a 37 °C durante 24/48 h. La identificacion se realizé mediante

prueba de la catalasa (catalasa negativa) y tinciébn con Gram (bacilos Gram positivos).

Se emplearon 15 cepas de Ascophaera apis provistas por el Dr. Reynaldi del
cepario del CEMIBA. También, se utilizé una cepa de A. apis aislada a partir de momias
de las colmenas del LabEA. Las cepas se cultivaron en medio YGPSA y se incub6 en
aerobiosis a 28 °C en oscuridad por siete dias para el desarrollo de micelio. El medio
YGPSA contiene extracto de levadura, glucosa, KH,PO4, almiddon soluble y agar
(Anderson et al., 1997). La identificacion se realiz6 mediante observacion microscépica

del micelio (Aronstein y Murray, 2010).

3.2.3. Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana

La actividad inhibitoria de los aislamientos microbianos sobre el crecimiento de

los patdgenos P. larvae y A. apis se evalud in vitro a través de la técnica de difusion por
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pozo en agar (Balouiri et al., 2016).

3.2.3.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae

Se obtuvo un cultivo liquido puro de P. larvae en 10 ml de caldo MYPGP luego
de la incubacion durante 24 h a 35 + 2 °C. La suspensién bacteriana se ajustd a una
D.O de 0,75 a 600 nm. Se colocaron 100 ul del cultivo puro del patébgeno sobre la
superficie de una placa de Petri con medio MYPGP y se distribuyé homogéneamente
con espatula de Drigalsky. Las placas se dejaron secar dentro de la cabina de flujo
laminar FLV (Modelo B5 297 Bioamerican Science). A continuacién, se realizaron cuatro
pozos equidistantes de siete milimetros de diAmetro en el medio de cultivo, en los cuales
se inocularon 80 pl de cada sobrenadante microbiano a evaluar. Las placas se incubaron
a 35 °C £ 2 por 24 y 48 h en aerobiosis. El medio de cultivo (MRS/HyL) sin agregados
se utiliz6 como control negativo. Los ensayos se realizaron por triplicado para cada cepa
de P. larvae.

Luego de la incubacion, se examind la presencia de halos de inhibicién del
crecimiento del patégeno. El tamafio del halo se determiné midiendo desde el borde del
pozo hasta el borde de la zona inhibida (halo), y se multiplicé por dos. La sensibilidad
fue registrada en una escala de cuatro niveles como: (-) sin inhibicion del crecimiento de
la cepa indicadora de P. larvae; halos entre 0 y 8 mm: moderada inhibicién del
crecimiento de P. larvae (+); entre 8 y 14 mm: buena inhibicién (++) y entre 14 y 24 mm:

fuerte inhibicion del patégeno (+++).

3.2.3.2. Ensayo frente a Ascosphaera apis

Se cultivé el hongo A. apis en medio YGPSA por siete dias a 28 °C en oscuridad.
Se coloco un disco de micelio del hongo de siete mm de didmetro en el centro de una
placa con medio YGPSA. A continuacién, en el medio de cultivo se realizaron cuatro
pozos de siete mm de didmetro equidistantes al disco central, en los cuales se
inocularon 80 ul de cada sobrenadante microbiano a evaluar. Las placas se incubaron
a 28 °C por siete dias en oscuridad en aerobiosis. Luego de la incubacion, se examiné
la presencia de inhibicién del crecimiento del patégeno. Los resultados se analizaron
siguiendo la clasificacién cualitativa: sin inhibicién (-) o buena inhibicién (+). Los ensayos

se realizaron por triplicado para cada cepa de A. apis.
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3.2.4. Determinacién de la CIM de los sobrenadantes de bacterias y levaduras

Los tres aislamientos de bacterias y tres de levaduras que mayor actividad
inhibitoria (+++) presentaron en la prueba de difusion por pozo en agar sobre P. larvae
fueron seleccionados para determinar la CIM por el método de dilucibn en caldo
(EUCAST, 2017), con modificaciones, utilizando microplacas de 96 pocillos. Cada cepa

se evalud en una microplaca con tres repeticiones.

Se evaluaron los sobrenadantes correspondientes a crecimientos logaritmicos
de 108 UFC de los aislamientos seleccionados. Para ello se prepararon cultivos liquidos
de cada microorganismo a evaluar y se ajustd la D.O a la fase de crecimiento
exponencial de cada uno de ellos. Los cultivos se centrifugaron a 15.000 rpm por 10 min
(Hanil modelo combo 514R) y se filtraron con filtros de 0,22 um (Sartorius). También, se
prepar6 un cultivo de 24 h de P. larvae en medio liquido MYPGP y se ajusté a una D.O
de 0,08 - 0,1 (0,5 McFarland).

Se colocaron 100 pl del medio MYPGP sin inocular en cada pocillo de la
microplaca (de 1 a 12). A su vez, se inocularon 100 pl del sobrenadante de cada cepa
en todos los pocillos de la primera columna. A continuacién, se transfirieron con
micropipeta multicanal 100 pl de la columna 1 a la 2, y asi sucesivamente, hasta la
columna 10. Finalmente, se inocularon 100 pl del cultivo de P. larvae de la columna 1 a
11. Se utilizé la columna 11 como control de crecimiento (CC) con el medio de cultivo y
100 pl de P. larvae, y la columna 12 como control de esterilidad (CE) conteniendo sélo
el medio de cultivo (Figura 3.4). Las microplacas se incubaron en aerobiosis durante 24
y 48 h a 37 °C. Luego de ese tiempo, se evalu6 si hubo crecimiento del patégeno
(turbidez) midiendo la D.O en un lector de microplaca (Bio-Tek Synergy™ HT). La menor
concentracion a la que se produjo una inhibicidn completa del crecimiento visible fue

considerada la concentracion inhibitoria minima (CIM).
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Figura 3.4. Representaciéon de la carga de la microplaca de 96 pocillos para la
determinacion de la CIM de los sobrenadantes de bacterias y levaduras. Columnas 1 a
10: MYPGP + P. larvae + sobrenadante; columna 11: MYPGP + P. larvae (control de
crecimiento (CC)); columna 12: MYPGP (control de esterilidad (CE)).

3.2.5. Ensayos in vitro en larvas de abejas
3.2.5.1. Preparacion del alimento para larvas

El alimento se preparé en base a la dieta 7 propuesta por Kaftanoglu et al. (2010),
con modificaciones. La misma consistio en jalea real (53 % v/v) y una solucién
azucarada [glucosa (4 % p/v), fructosa (8 % p/v) y extracto de levadura (1 % p/v)].
Inicialmente, se prepararon 10 ml de solucién azucarada. Luego, se tomaron 5 ml de la
misma y se agregaron 5 ml de agua destilada (control), kéfir de agua (tratamiento 1) o
sobrenadante del microorganismo (tratamiento 2), segun el ensayo. De estos 10 ml, se
tomaron 5 ml y se afiadieron 5 ml de jalea real (llegando a un volumen final de 10 ml).
El alimento fue conservado en la heladera a 4 °C durante todo el ensayo.

3.2.5.2. Traslarve

Se prepar6 un protocolo para la cria de larvas de A. mellifera en el laboratorio
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(Figura 3.5). Se utilizaron larvas de abejas obreras, menores a 72 h de vida procedentes
de la progenie de una sola reina. Se colocaron en pocillos de microplacas de 8x12 de
base plana las cuales habian sido previamente desinfectadas con alcohol 70 % v/v y luz
UV. El traslarve, es decir, el traspaso de larvas desde el cuadro de la colmena a la
microplaca, se realiz6 en ambiente estéril utilizando aguja de traslarve y en el menor
tiempo posible. Previo al traslarve, se coloc6 el alimento en los pocillos de la microplaca
utilizando una micropipeta. El alimento fue entibiado a 34 °C antes de la alimentacion,
variando cada dia su cantidad y al séptimo no se alimentd mas (Kaftanoglu et al., 2010).
Luego del traslarve, las microplacas se incubaron en una cadmara de cria (P-Selecta
Environment Testing) controlando la humedad relativa entre 80 — 90 % Yy la temperatura
entre 34 — 36 °C durante seis dias (periodo larval). Al séptimo dia las larvas comenzaron
a empupar, por lo que la humedad se disminuy6 al 70 %. En cada ensayo se evaluo el
éxito en el traslarve a las 48 h y las variables cuantitativas de peso, tamafio y mortalidad
al séptimo dia. Las larvas se examinaron diariamente y se clasificaron como muertas
cuando perdieron su elasticidad corporal o mostraron un cambio de color a marrén
(Aupinel et al., 2005; Antinez, 2019).

Figura 3.5. Cuadro de una colmena para realizar el traslarve (a); Microplaca de 8x12 de
base plana con larvas de Apis mellifera (b); Larva de 7 dias creciendo en un pocillo de
una microplaca (c).
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3.2.6. Ensayos preliminares in vitro sobre el efecto del kéfir de agua en la

alimentacion de larvas

Los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes dietas
basadas en la propuesta por Kaftanoglu et al. (2010): una solucién azucarada diluida en
agua con 50 % de jalea real y una solucién azucarada diluida en kéfir (1:1) con 50 % de
jalea. Las microplacas fueron incubadas en camara de cria controlando la temperatura
y humedad, como se describié previamente. Ademas, las placas se dejaron incubando
durante 21 dias para evaluar el nimero de larvas que alcanzaron el estado de pupa e

imago.

3.2.7. Ensayos de toxicidad

En base a los resultados de actividad inhibitoria in vitro, se seleccioné uno de los
aislamientos de bacterias con mayor inhibicion (+++) frente a P. larvae (bacteria S6) y
uno de los aislamientos de levaduras con buena inhibicion frente a A. apis (levadura
LK3) y se evalud si el microorganismo seleccionado pudiera ser téxico para las larvas
de A. mellifera.

Se prepard un cultivo puro de la bacteria (1 x 108 UFC/ml) a evaluar en caldo
MRS, incubando a 35 £ 2 °C en anerobiosis. Por otro lado, se obtuvo un cultivo puro de
la levadura (1 x 108 UFC/mI) en medio HyL liquido y se incubé a 25 °C en aerobiosis.
Los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes dietas: una solucion
azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real y una solucion azucarada diluida en
sobrenadante microbiano (1:1) con 50 % de jalea. Las microplacas fueron incubadas en
camara de cria controlando la temperatura y humedad, como se describid

anteriormente.

3.2.8. Ensayos de estrés en cria de abejas in vitro por infeccion con patégenos

larvales

Se sometio a las larvas al estrés de las enfermedades loque americana y cria
yesificada. Para ello, los tratamientos consistieron en alimentar larvas con las siguientes
dietas: una solucién azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real y una solucion
azucarada diluida en agua con jalea real y el sobrenadante microbiano. A estas dietas
se les afladi6 esporas del patdgeno para infectar las larvas a través de la alimentacion,
como se detalla a continuacion. Se utilizaron como control larvas de abejas alimentadas

con dietas sin el agregado de esporas del patégeno.
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3.2.8.1. Paenibacillus larvae: capacidad antibacteriana del aislamiento de la

bacteria S6

Se preparé un cultivo puro de 24 h de P. larvae, se sembro en placa con medio
MYPGP con antibi6ticos (acido nalidixico y pipemidico) y se incub6 en microaerofilia por
15/30 dias a 35 + 2 °C. Luego de ese tiempo, se colectaron las colonias crecidas en
placa y se transfirieron a un tubo de ensayo con un ml de solucién fisioldgica estéril,
obteniendo asi la suspensién de esporas del patégeno. Luego, se sometié el tubo a
tratamiento térmico (15 min a 100 °C), se prepararon diluciones decimales y se sembro
en placa. Se incubd en microaerdfilia por 72/96 h y posteriormente se realiz6 el recuento
de UFC/ml, con el fin de conocer la concentracion de esporas (Moliné et al., 2020). La

cepa de P. larvae utilizada fue Estafeta (DLso= 200 esporas).

Las larvas fueron sometidas a la inoculacion con esporas de P. larvae mediante
la alimentacién. Un grupo control se alimentd con una solucion azucarada diluida en
agua con 50 % de jalea real; otro grupo fue alimentado con la solucién azucarada diluida
en agua con jalea real y el sobrenadante de la bacteria S6; un tercer y cuarto grupo
fueron alimentadas con cada una de las dietas descriptas, a las cuales, el primer dia, se
les agreg6 1x106 esporas de P. larvae. A partir del segundo dia, las dietas no llevaban
las esporas del patégeno (Al-Ghamdi et al., 2017). Se emplearon grupos de 24 larvas
en cada tratamiento y se trabajo con tres microplacas. Las mismas fueron incubadas en
la cdmara de cria controlando la temperatura y humedad. Se evaluaron las variables de
éxito en el traslarve a las 48 h, y mortalidad, medida al séptimo dia desde el traslarve
(Crailsheim et al., 2013).

Luego de 12 dias de haber alimentado a las larvas y con el objetivo de determinar
si habian muerto porque se infectaron con esporas de P. larvae, se realiz6 el siguiente
protocolo. Se maceraron 10 larvas con varilla estéril y se homogeneizaron en 10 ml de
PBS estéril. Se sometieron a tratamiento térmico por 15 min a 100 °C. A continuacion,
se prepararon diluciones decimales y se sembraron en placa con MYPGP vy los
antibioticos acido nalidixico y acido pipemidico. Luego de la incubacién en microaerofilia

por tres dias a 35 * 2 °C, se realiz6 el recuento de esporas en placa (UFC/ml).

3.2.8.2. Ascosphaera apis: capacidad antifungica del aislamiento de la

levadura LK3

Para la obtencion de esporas de A. apis se siguié el protocolo propuesto por
Jensen et al. (2013). Se obtuvo micelio del hongo en placas con medio YGPSA,

incubando en oscuridad a 30-34 °C, al menos tres semanas en microaerofilia para
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asegurar la produccion de esporas. Luego, con un bisturi se recolectaron los
esporocistos y se transfirieron a un mortero conteniendo agua destilada estéril (ADE).
Se triturd la suspension por 1 min para liberar las esporas de los esporocistos. Se
agregaron 200 ul de ADE al mortero y se transfirieron las esporas con micropipeta a un
tubo Eppendorf. Se afiadieron 750 pl de agua para tener un medio denso en esporas.
Se dejé reposar la suspension por 30 min y se transfirieron con micropipeta
aproximadamente 500 pl a un nuevo tubo, para obtener esporas individuales. A
continuacion, se prepararon diluciones seriadas de 102 o 103 para contar y calcular la

concentracion de la suspension.

Las larvas fueron enfrentadas a esporas de A. apis. Un grupo control (control -)
se aliment6 con una solucién azucarada diluida en agua con 50 % de jalea real; otro
grupo fue alimentado con la solucion azucarada diluida en agua con jalea real
conteniendo 1x10” esporas/ml de A. apis trituradas (control +) y un tercer grupo fue
alimentado con la solucion azucarada diluida en el sobrenadante de la levadura LK3 con
jalea real conteniendo 1x10’ esporas/ml de A. apis trituradas. A partir del segundo dia,
las dietas no incorporaron las esporas del patégeno (Bamford y Heath, 2015). Las
microplacas fueron incubadas en la camara de cria controlando la temperatura y
humedad. Se evaluaron las variables de éxito en el traslarve a las 48 h, y mortalidad,
medida al séptimo dia (Crailsheim et al., 2013).

3.2.9. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al.,
2008). Para evaluar la supervivencia y el éxito en el traslarve, asi como comparar el
peso y longitud de larvas del primer ensayo preliminar del kéfir, se realiz6 el test Andlisis
de la Varianza (SC tipo Ill), seguido del Test LSD Fisher Alfa=0.05 y DMS. Se realizé la
prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para evaluar el éxito en el
traslarve y la mortalidad de las larvas alimentadas con dieta control negativo (sin
esporas del patégeno P. larvae o A. apis) con respecto a los tratamientos (con esporas

y sobrenadante de bacteria/ levadura).

3.3. Resultados

3.3.1. Aislamiento y caracterizacion fenotipica de los microorganismos

seleccionados a partir del kéfir de agua

Se seleccionaron un total de 30 bacterias y 30 levaduras. Los aislamientos de
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bacterias Gram positivos, catalasa-negativos, oxidasa-negativos, no reductores de
nitrato, fermentadores de glucosa con o sin produccion de CO;y fermentadores de
lactosa fueron identificados como posibles bacterias lacticas, en base a la
caracterizacion fenotipica propuesta por Kandler y Weiss (1986). Los aislamientos de
levaduras fueron reconocidos como catalasa-positivos, oxidasa-positivos, no reductores

de nitrato y no fermentadores de lactosa, en base a lo propuesto por Kreger y Rij (1984).

3.3.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
3.3.2.1. Ensayo frente a Paenibacillus larvae

Se evalud, mediante ensayos de difusion por pozo en agar, el efecto inhibitorio
de los sobrenadantes libres de células (SLC) de los 60 aislamientos de bacterias y
levaduras del kéfir sobre las ocho cepas de P. larvae (Figura 3.6). El diametro de las
zonas de inhibicién vari6 entre 4 + 0,0 mm y 24 + 0,3 mm. De los 60 aislamientos, nueve
(15 %) no inhibieron a P. larvae (-); 10 (16,67 %) produjeron una inhibicion moderada
(+); 21 (35 %) produjeron buena inhibicién (++) y 20 (33,3 %) produjeron fuerte inhibicion
(+++). En las tablas 3.1 y 3.2 se presentan los resultados del didmetro de los halos de
inhibicion del crecimiento del patégeno luego de 24/48 h de incubacién producidos por
los 20 aislamientos (10 bacterias y 10 levaduras) que presentaron mayor inhibicién

(+++).

Los 10 aislamientos de bacterias y los 10 de levaduras que presentaron una
fuerte actividad inhibitoria frente a P. larvae fueron seleccionados para ser evaluados
como potenciales probidticos a través de distintas pruebas en el laboratorio (Capitulos
4y5).
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Figura 3.6. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de sobrenadantes de
bacterias (izquierda) y de levaduras (derecha) obtenidos de kéfir de agua sobre
Paenibacillus larvae. S1, S2, S3: sobrenadantes de bacteria o levadura, C: control
negativo (sélo medio de cultivo).

Tabla 3.1. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de 10 aislamientos

bacterianos obtenidos de kéfir de agua sobre ocho cepas de Paenibacillus larvae.

Aislamiento Cepas de Paenibacillus larvae
CMM15 CMM23 CMM35 MAR1 Estafeta Sierra Cobo
Bl 5,3+0,6* - - - 6,0+1,0 4,6+0,6 -
B2 - 5,6+£1,5 5,0£0,7 4,0£0,0 4,0£0,0 6,0+0,0 4,6%0,7
B3 6,0+0,0 - - - - - -
B5 - - - - 4,0+0,0 - -
B7 9,0+0,7 - - - 4,0+0,0 - -
B12 6,0+0,0 - - - 4,0+0,0 - -
S1 - - - - - - -
S6 - 3,0%0,0 - 8,0+1,0 - - 6,8+0,7
S8 4,6+0,6 - - - 6,0+0,0 8,3+0,8 -
b3 8,00 - - - 6,0+0,0 6,0+0,0 -

BMR43-81
16,0+1,0
15,3+0,6
14,0+0,0
16,0+0,0
12,6+0,6
16,0+0,0
18,0+0,0
16,6+0,6
14,0+0,0

14,0+0,0
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*Diametro de halos de inhibicion de tres repeticiones en mm * desvio estandar

- Sin inhibicién del crecimiento del patégeno

Tabla 3.2. Actividad antimicrobiana (técnica de pozo en agar) de 10 aislamientos de

levaduras obtenidos de kéfir de agua sobre ocho cepas de Paenibacillus larvae.

Aislamiento Cepas de Paenibacillus larvae
CMM15 CMM23 CMM35 MAR1 Estafeta Sierra Cobo BMR43-
81
LS1 17,0+0,7* 16,6+0,6 16,6+0,6 16,0+0,0 - - - -
Y1 14,0+0,0 16,6+0,6 15,2+0,5 18,0+0,0 - - - 8,0+0,0
AS 17,0+0,7 19,2+0,6 16,0+0,0 16,6+0,6 8,0+0,0 6.0+0,0 - -
BK1 11,5+0,3 15,0+0,7 17,5+0,3 17,0+0,7 - 8,0+0,0 = =
FAS 16,0+0,0 19,0+0,7 16,5+0,3 15,0+0,7 8,0+0,7 16,0+0,0 - 10,0£1,0
Y4 - 22,0+0,0 16,0+0,0 12,5+0,3 8,0%0,7 - - 6,0+0,0
Y8 12,5+0,7 18,0+0,0 16,5+0,3 11,0+0,7 8,0+1,0 16,0+1,0 - 16,0+01,0
Y2 - 22,0+0,0 18,0+0,0 22,0+0,0 8,0+0,0 8,0+1,0 - -
LK2 - 24,0+0,3 17,0£0,7 21,0+0,7 - 8,0+0,0 - 10,0%0,0
LK3 - 21,0+1,0 18,0+0,0 21,0+0,7 8,0+1,0 6,0+0,0 - 10,0%0,0

*Didmetro de halos de inhibicion de tres repeticiones en mm + desvio estandar

- Sin inhibicion del crecimiento del patégeno

3.3.2.2. Ensayo frente Ascosphaera apis

Se evalué, mediante ensayos de difusion por pozo en agar, el efecto inhibitorio

de los sobrenadantes de los 60 aislamientos frente a las 15 cepas de coleccion de A.
apis (CMM1 - CMM15) (Figura 3.7). Un total de cinco bacterias (S6, S8, B8, B3, b3) y
10 levaduras (Y1, Y2, Y4, Y9, K6, LK2, LK3, AS, FAs, LF) lograron una buena inhibicion

en el crecimiento del patégeno. De estos aislamientos de bacterias y levaduras, aquellos

que también presentaron una fuerte actividad inhibitoria frente a P. larvae, fueron

seleccionados para ser evaluados como potenciales probidticos a través de distintas

pruebas en el laboratorio (Capitulos 4 y 5).
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Figura 3.7. Micelio de Ascosphaera apis en una placa con YGPSA (izquierda). Actividad
antifingica (técnica de pozo en agar) de cuatro sobrenadantes microbianos (S1, S2, S3,

S4) obtenidos de kéfir de agua sobre el crecimiento del hongo patégeno (derecha).

3.3.3. Evaluacion del efecto de los sobrenadantes de bacterias y levaduras sobre
P. larvae por el método de dilucién en caldo

Los tres aislamientos de bacterias (B2, S6 y b3) y los tres de levaduras (FAs, Y8
y LK3) que mostraron mejor antagonismo (+++) frente a las cepas de P. larvae fueron
seleccionados para determinar su CIM. Ninguno de los sobrenadantes de bacterias y
levaduras evaluados inhibi6 el crecimiento de las cepas de P. larvae, con lo cual no se
pudo determinar una concentracion inhibitoria. Sin embargo, se registraron menores
valores de absorbancias en los tratamientos (patdgeno con sobrenadantes) comparado
con las absorbancias en el control de crecimiento (CC) (crecimiento in vitro del patdégeno

solo en el medio de cultivo).

3.3.4. Ensayos in vitro en larvas de abejas

3.3.4.1. Ensayos preliminares sobre el efecto del kéfir de agua en la

alimentaciéon de larvas

No se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos control y kéfir, en
el éxito del traslarve como asi tampoco en el porcentaje de mortalidad a los siete dias
(Tabla 3.3). Se registré6 un menor peso y tamafio de larvas para el tratamiento kéfir. Sin
embargo, cabe destacar, que alcanzaron el estadio de pupa y de imago (Figura 3.8),
tanto las larvas alimentadas con solucién control (11 pupas y 5 imagos) como con kéfir

(5 pupas y 4 imagos).

50



Tabla 3.3. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control

y kéfir de agua.
Variable CONTROL KEFIR
Exito en traslarve (%) 62,50 55,50
Mortalidad (%) 54,20 81,10
Peso larva (g) 0,07 £ 0,04 &* 0,02 £ 0,03 *
Longitud larva (mm) 9,00+ 2,50* 540+ 230*

2 Los resultados son el promedio de los individuos analizados (n=24) + el desvio

estandar.

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) entre tratamientos control y kéfir.

Figura 3.8. Estadio de imago de larvas de abejas criadas en microplacas en condiciones

de laboratorio.

3.34.2. Ensayos de toxicidad

No se hallaron diferencias significativas entre el control y los tratamientos
(sobrenadante de bacteria S6/ levadura LK3) en el éxito del traslarve ni tampoco en el
porcentaje de mortalidad a los siete dias (p>0,1). Es decir, los sobrenadantes libres de
células provenientes de cultivos de la bacteria y la levadura evaluadas no tuvieron efecto
de toxicidad sobre las larvas (Figura 3.9; Figura 3.10).
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Figura 3.9. Efecto del sobrenadante de la bacteria S6 sobre la supervivencia de las

larvas criadas en el laboratorio durante siete dias.
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Figura 3.10. Efecto del sobrenadante de la levadura LK3 sobre la supervivencia de las

larvas criadas en el laboratorio durante siete dias.

3.3.5. Ensayos de estrés por infeccion con patdégenos de la cria de abejas

3.3.5.1. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivencia larval: Ensayo con

P. larvae

Al evaluar el éxito en el traslarve a las 48 h, no se hallaron diferencias
significativas (p>0,1) entre las larvas alimentadas con dieta sin esporas de P. larvae

(control negativo), con esporas del patdégeno (control positivo) y con el agregado de
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sobrenadante de la bacteria mas las esporas. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en la mortalidad de las larvas al séptimo dia
entre los tratamientos comparados (control negativo sin esporas con respecto a los
tratamientos control con esporas y sobrenadante bacteriano con esporas). No se
hallaron diferencias significativas (p>0,1) entre la supervivencia de las larvas
alimentadas con dieta control con esporas (mortalidad al séptimo dia= 90,3% + 0,08) y

sobrenadante con esporas (mortalidad al séptimo dia= 91,6% + 0) (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control
negativo (sin esporas del patdgeno P. larvae), control positivo (con esporas) y

sobrenadante de bacteria S6 (con esporas).

Tratamiento Placa N° Traslarvadas Exito traslarve (%) Mortalidad (%)

1 24 67 16
CONTROL - 2 24 75 46
3 24 46 71

Promedio 63 £ 0,15 a* 54+0,14 b
1 24 67 83
CONTROL + 2 24 79 100
3 24 67 88

Promedio 71+£0,07 a 90 £ 0,09 ¢
1 24 50 92
BACTERIA 2 24 58 92
S6 3 24 75 92

Promedio 61+£0,13a 92+0,00c

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

3.3.5.2. Efecto de los sobrenadantes sobre la supervivencia larval: Ensayo con

A. apis

No se hallaron diferencias significativas (p>0,1) en el éxito en el traslarve a las
48 h entre el control sin esporas (control -), el control con esporas (control +) y el

sobrenadante de la levadura LK3 conteniendo esporas de A. apis. Respecto al
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porcentaje de mortalidad al séptimo dia, no hubo diferencias significativas (p>0,1) entre

los tratamientos (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Resultados de las variables medidas en larvas alimentadas con dieta control
negativo (sin esporas del patdgeno P. larvae), control positivo (con esporas) y

sobrenadante de levadura LK3 (con esporas).

Tratamiento Placa N° Traslarvadas Exito traslarve (%) Mortalidad (%)

1 24 33 92
CONTROL - 2 24 42 92
3 24 21 88

Promedio 32+0,10*a 90 + 0,02 b
1 24 38 83
CONTROL + 2 24 25 88
3 24 13 100

Promedio 25+0,13a 90+ 0,09 b
1 24 33 92
LEVADURA 2 24 58 92
LK3 3 24 29 88

Promedio 40+0,16 a 90 + 0,02 b

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

3.4. Discusion

El manejo actual de la enfermedad loque americana en nuestro pais se lleva a
cabo a través de la quema del material apicola contaminado con esporas (Matheson y
Reid, 1992), el empleo de descontaminantes como radiacion gamma y esterilizacion con
parafina (Charbonneau et al., 1992) y el mejoramiento genético de las abejas (Rinderer,
1986; Spivak y Reuter, 2001). Todos estos métodos, si bien ayudan a controlar la
enfermedad, involucran pérdidas econémicas, riesgos y limitaciones (Reynaldi, 2006).
En el caso de la cria yesificada, la aplicacién de fungicidas sintéticos para su control
puede aumentar la mortalidad de las abejas y contaminar la colmena (Mullin et al.,

2010). Se han evaluado variados productos quimioterapéuticos sin que ninguno de ellos
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sea completamente eficaz (Davis y Ward, 2003). Es por ello que se han estudiado otras
alternativas para controlar esta enfermedad. Se ha propuesto el uso de productos
naturales para evitar el impacto negativo en el medio ambiente y la contaminacién de
los productos de la colmena (Albo et al., 2016). Entre los métodos de control naturales

se incluye el uso de microorganismos beneficiosos.

Las bacterias obtenidas del kéfir de agua inhibieron con distinta intensidad el
crecimiento in vitro de P. larvae en el ensayo de difusion por pozo en agar. De ellas, se
seleccionaron los 10 aislamientos que presentaron una fuerte inhibicion para ser
evaluadas como posibles probidticos en futuros ensayos. De manera similar, Forsgren
et al. (2010) estudiaron los efectos de bacterias de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium sobre P. larvae. En ensayos de inhibicién en placas de Petri obtuvieron
que distintos grupos taxondmicos de las bacterias presentaron diferencias en el grado
de inhibicion frente al patégeno. Luego, combinaron los 11 grupos de las bacterias y
lograron asi una total inhibicion del crecimiento del patégeno. Por su parte, Daisley et
al. (2019) evaluaron las bacterias Lactobacillus plantarum Lp39, L. rhamnosus GR-1 y
L. kunkeei BR-1, las cuales presentaron cierto nivel de inhibicion in vitro frente a P.
larvae. Al combinar las tres cepas obtuvieron tan buenos resultados como al utilizar el
antibiético oxitetraciclina. Estos estudios demuestran la eficacia de las bacterias para
controlar el crecimiento in vitro de P. larvae. Asimismo, las levaduras aisladas del kéfir
presentaron actividad inhibitoria frente a P. larvae. Los 10 aislamientos que mostraron
mayor inhibicion también fueron seleccionados para evaluar su capacidad probidtica.
De acuerdo a la bibliografia consultada, no se han reportado estudios en los que
especies de levaduras hayan sido utilizadas para controlar el crecimiento de este
patdgeno. De esta manera, los resultados obtenidos con las levaduras del kéfir son

novedosos y de gran interés por su potencial uso para controlar la loque americana.

Los sobrenadantes de determinadas bacterias y levaduras obtenidas del kéfir
presentaron buena inhibicién frente al crecimiento in vitro de A. apis. Se ha reportado
gue especies de Lactiplantibacillus presentaron actividad antifingica de diferente
intensidad en ensayos de laboratorio in vitro (lorizzo et al., 2021). Por su parte, Reynaldi
et al. (2004) estudiaron la potencialidad de 249 cepas de bacterias esporuladas aerobias
aisladas de miel como agentes biocontroladores del hongo mediante un ensayo en disco
central en condiciones de laboratorio. Seleccionaron como mejores antagonistas 10
cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus y la especie Paenibacillus alvei.
Todos estos estudios sugieren que ciertas bacterias tienen el potencial para ser
utilizadas en el control de la enfermedad cria yesificada (Bartel et al., 2019), pero

ninguno de ellos ha reportado el uso de levaduras. Nuevamente, se pone de manifiesto
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la importancia de los resultados obtenidos en esta tesis respecto a las propiedades

inhibitorias de las levaduras aisladas del kéfir de agua.

Los tres aislamientos de bacterias y tres de levaduras evaluados mediante el
ensayo de microdilucién no inhibieron el crecimiento de las cepas de P. larvae, por lo
tanto, no se pudo determinar una concentracion inhibitoria. No obstante, se registr6 un
menor crecimiento de las cepas del patégeno cuando se incubd en presencia de los
sobrenadantes microbianos en comparacién con el control sin el agregado de los
mismos. El grado en que disminuyd el crecimiento fue variable segun las cepas de P.
larvae evaluadas. Esto puede atribuirse a que la patogenicidad y virulencia de las cepas
dependen en gran medida de su genotipo y su origen (Genersch, 2006). En esta tesis,
dos de las cepas que se utilizaron pertenecen al genotipo ERIC I, mientras que las
restantes seis pertenecen al genotipo ERIC |, el cual es considerado como el tipo menos
virulento a nivel de larva (Rauch et al., 2009). Ademas, las cepas tenian un origen
diferente, ya que provinieron de distintas regiones de Argentina y una de ellas de
Canada.

El kéfir de agua fue aceptado por las larvas criadas en el laboratorio sin provocar
mayor mortalidad que en aquellas alimentadas con una dieta tipica. De la misma
manera, los sobrenadantes de bacteria y levadura no resultaron téxicos para las larvas.
Esta primera etapa de evaluacién de microorganismos es de gran importancia ya que la
alimentacién de las abejas cumple un rol clave en su salud. Una deficiencia dietética o
nutricional es un factor que puede conducir al desarrollo de enfermedades como loque
americana (Moliné et al., 2020). Mas auln, la pérdida de la microbiota intestinal que
puede resultar de la aplicacion de antibidticos en las colmenas puede tener
consecuencias graves en la funcién de la inmunidad innata de las abejas y en la
susceptibilidad a enfermedades. De esta manera, la alimentacion de las abejas se
puede mejorar o complementar con microorganismos beneficiosos para lograr mantener

una microbiota balanceada (Daisley et al., 2020).

Los sobrenadantes de la bacteria y levadura seleccionadas se incorporaron en
la dieta de larvas de abejas que fueron sometidas al estrés de loque americana y cria
yesificada. Respecto a la enfermedad loque americana, el agregado de sobrenadante
bacteriano a la dieta no tuvo un efecto protector frente a la infeccion con esporas de P.
larvae. Otros autores, en cambio, si lograron disminuir la mortalidad de las larvas
asociada a este patdgeno (Al-Ghamdi et al., 2017; Arredondo et al., 2018). Por ejemplo,
Daisley et al. (2019) evaluaron un probibtico constituido por tres especies de
Lactobacillus que habia logrado inhibir in vitro a P. larvae. En experimentos utilizando

larvas criadas en el laboratorio demostraron que este probiético redujo la carga del

56



patdégeno y mejoro la supervivencia de las larvas. En base a estos resultados, se puede
hipotetizar que la combinacion de distintos sobrenadantes de bacterias podria ejercer

un efecto positivo en la supervivencia de las larvas expuestas a la infeccion.

Al someter a las larvas a un concentrado de esporas de A. apis no se encontrd
una mayor supervivencia de las larvas cuando se las alimenté con el sobrenadante de
la levadura. Existen estudios en los que los autores si encontraron microorganismos que
ejercieron un efecto beneficioso en la salud de las abejas. Por ejemplo, Audisio (2016)
estudio la bacteria Lactobacillus johnsonii en condiciones in vitro e in vivo. Esta especie
estimuld la puesta de huevos de la reina y la produccion de miel en las colmenas. De
manera similar, Cabana et al. (2021) aislaron de pan de polen cepas de Lactobacillus
spp. con potencial probiético y las evaluaron a través de pruebas in vitro de crecimiento
a distintas temperaturas, hemodlisis, sensibilidad a antibidticos y antagonismo frente a A.
apis. De las 17 cepas, seis lograron inhibir al hongo y fueron seleccionadas para una

futura aplicacién en colmenas.

Considerando la distribucion a nivel global de las enfermedades loque americana
y cria yesificada y, ante la falta de agentes eficaces para contrarrestarlas, resulta
necesario desarrollar nuevos métodos de control. El uso de microorganismos
beneficiosos como complemento o alternativa natural a los antibioticos, si resultara
exitoso, puede ser relevante en términos de prevencion para favorecer la salud de las
abejas meliferas. El siguiente paso consistira en evaluar la capacidad probiética de los
microrganismos seleccionados vy, finalmente, incorporarlos en la alimentacion de las

abejas en las colmenas.

Conclusiones

e En base a la caracterizaciéon fenotipica, 30 microorganismos aislados del
kéfir de agua fueron identificados como posibles bacterias lacticas y 30
se reconocieron como levaduras.

¢ De los 60 microorganismos aislados de kéfir de agua, veinte (10 bacterias
y 10 levaduras), mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente al
patégeno P. larvae cuando se trabaj6 con el ensayo de difusién por pozo
en agar.

o De los 60 microorganismos estudiados, cinco bacterias y 10 levaduras,
presentaron actividad antimicrobiana sobre el patégeno A. apis mediante

el ensayo de difusion por pozo en agar.
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Los sobrenadantes de las tres bacterias y de las tres levaduras no
inhibieron el crecimiento de las cepas de P. larvae cuando fueron
evaluados mediante el método de dilucién en microplaca. Sin embargo,
lograron disminuir el crecimiento in vitro del patdégeno con respecto al
control.

De acuerdo a los ensayos realizados en larvas de abejas criadas en el
laboratorio, el kéfir de agua y los sobrenadantes de bacteria y levadura
no mostraron efectos de toxicidad sobre las larvas ya que no aumentaron
su mortalidad.

Los sobrenadantes de bacteria y levadura incorporados a la dieta de las
larvas criadas in vitro e infectadas con esporas de P. larvae y A. apis no
tuvieron actividad antimicrobiana frente a los patégenos.

Los 10 aislamientos de bacterias y los 10 de levaduras que presentaron
una fuerte actividad inhibitoria in vitro frente a P. larvae y A. apis fueron
seleccionados para continuar su evaluacibn como potenciales

probidticos.
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Capitulo 4: Identificacién y evaluacion de las propiedades probidticas de

bacterias con actividad antimicrobiana

4.1, Introduccion

La definicion de probidticos propuesta en el afio 2001 por un comité de expertos
con la aprobacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) se puede traducir en
cuatro criterios simples y pragmaticos que permiten concluir si una cepa especifica de
un microorganismo califica como probidtico para su uso en alimentos y suplementos
dietéticos. Estos son: (a) esta suficientemente caracterizada; (b) es segura; (c) confiere
un beneficio para la salud que ha sido evaluado en al menos un ensayo clinico, (d) se
encuentra viva en cantidades adecuadas en el producto a una dosis eficaz durante toda
su vida util (Binda et al., 2020).

Las bacterias mas utilizadas como probioticos son las bacterias del acido lactico
(Figura 4.1) y las bifidobacterias. Las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo
heterogéneo que se caracteriza por la produccién de &cido lactico a partir de la
fermentacion de azlcares. Las BAL comparten similitudes morfologicas y metabdlicas,
estando muchas de ellas relacionadas filogenéticamente. La principal familia de BAL es
Lactobacillaceae, la cual ha sido recientemente reclasificada (Zheng et al., 2020) y
comprende a todos los géneros previamente incluidos en las familias Lactobacillaceae
y Leuconostocaceae, es decir, Convivina, Fructobacillus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus y Weissella. Son bacterias Gram-
positivas, no formadoras de esporas, anaerobias facultativas o estrictas. Las células son
cocos o bacilos, que pueden formar cadenas o estar dispuestas de a pares o tétradas
(Pediococcus). El principal producto de la fermentacién es el acido lactico. Otros
productos incluyen el acido acético, etanol, diéxido de carbono, acido férmico o acido
succinico. Las BAL tienen requerimientos nutricionales, entre ellos, aminoacidos,
péptidos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos fermentables. Es por ello que
suelen estar asociadas a ambientes ricos en nutrientes como la leche y sus derivados,
algunas plantas, material en descomposicion y superficies mucosas de los animales
como, por ejemplo, el tracto gastrointestinal (Bolla, 2011). Lactobacillaceae es la Unica
familia del orden Lactobacillales que incluye microorganismos homofermentadores y
heterofermentadores (Zheng et al., 2020), pudiendo fermentar hexosas como glucosa o
fructosa. La produccion de &cidos, principalmente lactico, por parte de las BAL

contribuye con las propiedades sensoriales de los alimentos, es decir, la textura, sabor
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y desarrollo de aroma. Ademas, son responsables de inhibir ciertos microorganismos
patdgenos, permitiendo preservar los alimentos. Por estas razones, son muy utilizadas

en la industria alimentaria (Ortiz Balderas, 2006).

Figura 4.1. Fotografia en microscopio éptico de células de una bacteria lactica luego de
la tincion Gram. Las células son bacilos y se observan de color violeta (Gram +).

La identificacién de las bacterias es fundamental y, para hacerlo de manera
precisa, se recurre a los métodos moleculares. En la taxonomia bacteriana, el analisis
de la secuencia génica del ARNr 16S es la herramienta mas ampliamente utilizada
(Figura 4.2). Al comparar las secuencias de los ARNr 16S se pueden establecer las
relaciones filogenéticas entre los organismos procariotas. EI ARNr 16S es un
polirribonucledtido de aproximadamente 1.500 nucleétidos, codificado por el gen rrs o
ADN ribosémico ARNr 16S incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano
(Olmos et al., 2010).
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Figura 4.2. A: El oper6n ribosomico con los tres tipos de ARNr (rrs, rrl y rrf), los
promotores P1y P2y las regiones intergénicas (IG). B: Amplificacion del gen rrs (ARNr
16S). Los iniciadores 11, 12 e I3 se usan para amplificar un fragmento de 1.500 pb (11-
I3) o de 500 pb (I11-12). C: Gel de electroforesis donde se visualizan los dos fragmentos
amplificados (Tomado de Rodicio y Mendoza, 2009).

Como se describi6 previamente, para asegurar que una cepa pueda ser
considerada como probi6tico es necesario que cumpla con ciertos requisitos. Para ello,
cada potencial probiético es sometido a una serie de pruebas in vitro, incluyendo la
determinacion de resistencia a antibidticos, evaluacion de determinadas actividades
metabdlicas, produccion de toxinas, actividad hemolitica, efectos secundarios durante
el estudio en humanos, entre otras (WHO/FAQ, 2002). En esta tesis, el objetivo es incluir
los probioticos en un alimento destinado a las abejas, con lo cual, las pruebas realizadas
se seleccionaron de acuerdo al metabolismo de estos insectos y su ambiente. Las
mismas incluyen: tolerancia a acidez y altas concentraciones de NaCl, crecimiento a
diferentes temperaturas, tolerancia osmatica, cinética de crecimiento, fermentacién de
carbohidratos y supervivencia posterior a la liofilizacion. Uno de los requisitos mas
importantes para el uso de probidticos es que puedan sobrevivir al almacenamiento del
alimento, asi como al proceso de produccion. La liofilizacion es un método de
preservacion de microorganismos muy utilizado. Consiste en un proceso de desecacion
en el que se elimina el agua contenida en la muestra por congelacién y posterior
sublimacién del hielo en condiciones de vacio (Barbour y Priest, 1986). No todos los
microorganismos pueden soportar estas condiciones, lo cual es dependiente de cada

cepa. Es una técnica de conservacion a largo plazo; el periodo maximo de
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almacenamiento oscila entre los seis meses a dos afios, aproximadamente (Bolla,
2011).

Las bacterias probidticas producen una gran variedad de sustancias
antimicrobianas (Figura 4.3), tales como el acido lactico y otros acidos orgéanicos,
peréxido de hidrégeno, péptidos de bajo peso molecular, acidos grasos, aminoacidos,
bacteriocinas, entre otras (Makrasa et al., 2006; Arauz et al., 2009; Razdan et al., 2012).
Las bacteriocinas son péptidos o proteinas con actividad inhibitoria frente a bacterias
Gram-positivas Unicamente (De Vuyst et al., 1994). Por su parte, los compuestos de
bajo peso molecular, como el acido lactico, tienen efectos inhibitorios frente a bacterias
Gram-negativas patégenas (Alakomi et al., 2000). En general, las cantidades de cada
compuesto producido por las BAL suelen ser insuficientes para ejercer su actividad
inhibitoria, por lo que probablemente actien de manera sinérgica. Es por ello que su
identificacion se dificulta cuando estan presentes en matrices complejas (Siedler et al.,
2019). De esta manera, se recurre a distintas metodologias para su estudio.

Una técnica analitica rapida y confiable para detectar y cuantificar metabolitos
es la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 1H (1H-RMN) (Fuochi et al.,
2019). Es muy util en el andlisis de diferentes matrices como fluidos biolégicos, cultivos
celulares y microbianos (Ammons et al., 2014; Parolin et al., 2018). La 1H-RMN tiene el
potencial para detectar e identificar un amplio rango de compuestos biolégicos de bajo
peso molecular a bajas concentraciones en sobrenadantes liquidos sin tratar (Abel et
al., 1999). Ademas, es una herramienta que permite obtener informaciéon sobre la
estructura, dinamicay las interacciones de los metabolitos biolégicos producidos por los

microorganismos, como las bacterias lacticas (Moradi et al., 2021).
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Figura 4.3. Descripcion general de las vias biosintéticas de algunos compuestos

biol6gicos en bacterias del &cido lactico.

En esta tesis, las bacterias del kéfir de agua seleccionadas por su actividad
inhibitoria frente a patégenos de interés apicola (Capitulo 3), fueron caracterizadas y
evaluadas a través de distintas pruebas in vitro con el fin de determinar su potencial

como probidtico para ser incorporadas en el suplemento nutricional destinado a

alimentar abejas.

Objetivos especificos

1. Identificar las bacterias obtenidas del kéfir de agua mediante la

caracterizacién genotipica.

2. Evaluar el potencial probidtico de las bacterias aisladas del kéfir a

través de distintas pruebas in vitro.

3. Caracterizar e identificar los metabolitos presentes en

sobrenadantes bacterianos por Espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear de 1H.
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4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Identificacion genotipica de las bacterias seleccionadas

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas in vitro de actividad
antimicrobiana frente a los patégenos Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis (Capitulo
3), se seleccionaron los 10 aislamientos de bacterias con mayor capacidad inhibitoria,

los cuales fueron identificados genotipicamente como se describe a continuacion.

4.2.1.1. Extraccion de ADN de bacterias

Para la extraccion de ADN bacteriano, se siguio el siguiente protocolo adaptado
de Zhou et al. (1996) y de Aislabie et al. (2008). Inicialmente, se prepararon cultivos
liquidos de cada uno de los aislamientos en caldo MRS y se coloco6 una alicuota en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml con 500 pl de agua tridestilada estéril. Se centrifugd durante
cinco min a 13.000 rpm y se eliminé el sobrenadante. Se sometio el precipitado al freezer
a -70 °C, durante cinco min y luego se coloc6 en agua a 100 °C por otros cinco min. Esta
operacion se repitio tres veces. Luego, se ultracentrifugd el tubo antes de resuspender
el precipitado en 567 pl de una solucién tamponada de extraccion TE (10 mM de Tris
HCl con pH 8 y 1 mM de EDTA), con el agregado de 3 pl de proteinasa K (20 mg ml?) y
se incubd durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se incorporaron 30 pl de SDS al 30 % v/v
y se sometid a bafio termostatizado a 65 °C durante 2 h. Finalmente, se ultracentrifugo,

se recogio el sobrenadante y se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

4.2.1.2. Amplificacion mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para analizar el ADN bacteriano se amplific6 mediante PCR una regién de 1.300
pares de bases del gen del ARNr 16S utilizando los cebadores universales PO (5'-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y P6 (5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA) (Picard et
al., 2000) y los cebadores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y 1492R (5™-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Chen et al., 2015). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl conteniendo 1 U ADN Taq polimerasa (PB-
L, Argentina), cebadores 1 pM, buffer 1X, ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), 1,5
mM MgClz, 0,2 mM dNTPs y el correspondiente templado de ADN. Las reacciones de

PCR fueron realizadas en un termociclador de ADN (Bio-Rad, USA).

La amplificacion de ADN se llevo a cabo mediante una desnaturalizacion inicial
de 2 min a 95 °C seguida de un programa de 30 ciclos que consisti6 de una
desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, hibridacién de los cebadores a 55 °C por 30 s 'y

sintesis de ADN a 72 °C por 2 min y un paso de elongacion final a 72 °C por 10 min. Los
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productos de PCR amplificados fueron secuenciados bidireccionalmente usando el
servicio de Macrogen, Korea (http://macrogen.com/). Las secuencias obtenidas se
compararon con la base de datos de nucleétidos del GenBank utilizando el programa
BLAST (Altschul et al., 1990).

4.2.2. Evaluacion de la capacidad probidtica

Se evalué el potencial probidtico de los 10 aislamientos de bacterias

seleccionados mediante las pruebas in vitro que se describen a continuacion.

4.2.2.1. Caracterizacién fisiolégica de las bacterias seleccionadas

Los 10 aislamientos de bacterias fueron caracterizados fisiol6gicamente al
evaluar su capacidad de crecimiento a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de
NaCl (3; 6,5y 10 %) y temperaturas (10, 25 y 40 °C). Los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado con cultivos de 24 h de crecimiento (D.O equivalente al estandar de
turbidez de McFarland de 0,5). Estos fueron inoculados en 5 ml de caldo MRS e
incubados a 37 °C por 24 h para pH y NaCl, y por 48 h para la prueba de temperatura,
en condiciones de anaerobiosis. Luego, se realizé el recuento de UFC con la técnica de
drop plate (Herigstad et al., 2001) y se midi6 la absorbancia a 600 nm en
espectrofotébmetro (Perkin Elmer Lambda 265 PDA-UV-VIS). Cada aislamiento se
cultivé en MRS con pH 7, sin NaCl, y a 35 °C, como control para cada una de las

pruebas.

4.2.2.2. Ensayo de tolerancia osmética

Se evaluo la capacidad de los microorganismos de sobrevivir en condiciones de
alta concentracion de azlcares: 30, 50 y 70 % p/v. Se obtuvieron cultivos a una
concentracion equivalente al tubo 0,5 de la escala Mc Farland y se inocularon por
triplicado tubos con 5 ml de caldo MRS enriquecido con las distintas concentraciones de
jarabe y en tubos sin jarabe (control). Se incubaron a 37 °C en anaerobiosis por 72 h.
Luego, se determiné el nimero de UFC de cada cultivo con la técnica de drop plate y

se midi6 la absorbancia de las muestras a 600 nm.

4.2.2.3. Cinéticade crecimiento

Se determind por el método de turbidimetria, utilizando un espectrofotébmetro
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TECAN M1000 (UV/VIS, fluorescencia y luminiscencia) y microplacas de 96 pocillos.
Con ese fin, para obtener cultivos puros activos se inocularon 0,5 ml de un cultivo de 24
h en 5 ml de caldo MRS y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se diluyeron (1:20) en
agua destilada estéril (275 puL ADE y 15 pL cultivo por pocillo). Se midi6 la D.O inicial a
600 nm y se ajusté a 0,1. Se realizd la curva de crecimiento de cada aislamiento
midiendo a 600 nm cada 15 min durante 24 h. Posteriormente, se calculé el tiempo de
duplicacion y la tasa de crecimiento de cada microorganismo con las siguientes

ecuaciones:

*Medida del nimero de generaciones que ocurren por unidad de tiempo en un cultivo

exponencial (h?):
Tasa de crecimiento (4): i = (LN(Absu) - LN(Abs)) / 0,25
*Tiempo que tarda una poblacién en duplicar el numero de células (h):

Tiempo de duplicacion (g): g =LN(2) /

4.2.2.4. Evaluacion de la supervivencia a la liofilizacién

Se realizé un conteo de las células viables previo a la liofilizacién y luego de 48
h de preservacion para determinar la supervivencia tras el proceso. Para ello, se
obtuvieron colonias puras en medio MRS y se inocularon en un criovial con 1 ml de
solucién lioprotectora de leche descremada en polvo al 10 % p/v. Se homogeneiz6
utilizando vortex. Luego se llevaron los crioviales al liofilizador (Heto FD1.0). Tras 48 h
de realizada la liofilizacion, se adicionaron 2 ml de leche descremada en polvo al 10 %
p/v a cada criovial. Se dejé reposar 10 min a temperatura ambiente (23 + 2 °C) para
lograr una correcta hidratacién. Se realizaron diluciones decimales y se sembré por drop
plate en placas con medio de cultivo. Luego de la incubacion, se realizé el recuento de

UFC (recuento post- liofilizacién).

4.2.3. Estudio del perfil de fermentacion de carbohidratos

Se llevé a cabo utilizando las Galerias APl 50 CH y API 50 CHL (BioMerieux,
S.A., France). Para ello, se obtuvieron colonias puras de cada bacteria en placas de
Petri con medio MRS. Se realizé el ensayo siguiendo la metodologia propuesta por
Rondén et al. (2008). Se prepard una suspension del microorganismo a evaluar a una
concentracion equivalente al tubo 0,5 de la escala Mc Farland y se inocul6 cada tubo de
la tira que contenia un carbohidrato especifico. Luego de 24 y 48 h, se leyeron e

interpretaron los resultados.

66



4.2.4. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes

microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Para determinar la naturaleza de los compuestos presentes en los SLC, se
obtuvieron cultivos liquidos puros de 24 h de cada aislamiento. Se centrifugaron a
15.000 rpm por 10 min a 4 °C y se filtraron utilizando un filtro de 0,22 um (Sartorius).
Los sobrenadantes se transfirieron (540 ul) a un criovial estéril y se diluyeron con una
solucion estandar de 5 mM DSS-d6 (Chenomx Inc., Edmonton Canada, 1S-2 Chenomx
Internal Standard—DSS-d6) y azida de sodio (0,1 % p/v) en éxido de deuterio (D20) (99
% v/v). Las muestras se homogeneizaron y se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior

analisis (Ganobis et al., 2020).

Las muestras se analizaron por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) durante
una pasantia realizada en el afio 2023 en el NMR Centre, perteneciente a The Advanced
Analysis Centre (AAC) en la Universidad de Guelph, (Ontario, Canadd). Para ello, se
transfirieron a tubos RMN de 5 mm (535-PP-7, Wilmad, Wineland, USA) y se
escanearon en un espectrofotometro Bruker Avance 600 MHz NMR (NMR Centre, AAC,
University of Guelph, Guelph, ON, Canad4) de acuerdo a Ganobis et al. (2020).
Brevemente, los espectros se obtuvieron a través del primer incremento de una
secuencia de pulso 1D 1H NOESY (tmix = 100 ms, tiempo de adquisicion = 4 s, tiempo
de relajacion = 1 s, ancho del espectro = 12 ppm). El pH de las muestras se estimé
usando tiras colorimétricas (GE Whatman, Mississauga, Canadd) después de la
exploracion de RMN. Se utiliz6 Chenomx NMR Suite 9.0 (Chenomx Inc., Canada) para
analizar los espectros e identificar los metabolitos de interés. Las correcciones de fase
y linea de base se realizaron manualmente, mientras que los demas ajustes de los
espectros se realizaron a través de pasos predeterminados de procesamiento
automatico. Los metabolitos se identificaron por comparacion con perfiles espectrales
conocidos en la libreria Chenomx 600 MHz Reference Library. La cuantificacién de los
metabolitos se estim6 a partir del area de la sefial proyectada utilizando una

concentracion conocida de DSS como patrén interno.

4.2.5. Andlisis estadistico

Se utilizé el software SPSS version 26. La variable UFC fue transformada con
logaritmo. Se analiz6 la capacidad de crecimiento de las bacterias individualmente para
cada una de las condiciones estudiadas. Para ello se comparé cada bacteria con
respecto a su control a las 24/72 h, segun la prueba. Se control6 el supuesto de

homocedasticidad mediante el test de varianzas de Brown—Forsythe y el test de Levene
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y luego se realiz6 un ANOVA simple o, de lo contrario, ANOVA de Brown-Forsythe,

seguido de pruebas t2 de Tamhane (Tamhane, 1979).

Para la caracterizacién de metabolitos en los SLC por RMN, se realiz6 el analisis

de componentes principales con el software SPSS.

4.3. Resultados
4.3.1. Identificacion genotipica de las bacterias seleccionadas

En la Tabla 4.1 se presentan los resultados del analisis molecular del gen
ARNr 16S para la identificacién de las 10 cepas de bacterias aisladas del kéfir de

agua gue presentaron mayor inhibicién frente a los patégenos P. larvae y A. apis.
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Tabla 4.1. Identificacién genotipica de las 10 cepas bacterianas aisladas del kéfir de
agua y seleccionadas por su actividad antimicrobiana sobre Paenibacillus larvae y

Ascosphaera apis.

CEPA IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE SIMILITUD
MAYOR COINCIDENCIA / NUMERO DE (%)
ACCESO AL GENBANK

B1 Lentilactobacillus hilgardii LMG 07934/ 71,50
CP050262.1

B2 Lacticaseibacillus paracasei HX-3/ 94,16
MG590101.1

B3 Lacticaseibacillus paracasei 70,56

HBUAS58133/ ON209926.1

B5 Lacticaseibacillus paracasei 2.90.10/ 92,45
MK611444.1

B7 Lacticaseibacillus casei NM30-1/ 89,51
HM218157.1

B12 Lentilactobacillus hilgardii NWAFU1474/ 96,13
MG551139.1

b3 Lacticaseibacillus paracasei KCKM 1014/ 87,85
OR435842.1

S1 Liguorilactobacillus satsumensis SM38/ 86,72
KU060283.1

S6 Lacticaseibacillus paracasei 2738/ 99,68
MT611749.1

S8 Lacticaseibacillus paracasei 97,85

HBUASG66981/ ON795864.1
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4.3.2. Evaluacion de la capacidad probidtica
4.3.2.1. Tolerancia a pH &cido

El crecimiento de cada cepa individual se analizé estadisticamente a cada pH (3,
5, 6, control 7) luego de 24 h (Figura 4.4). Se detectaron diferencias significativas en el
namero de UFC segun el pH del medio (Brown-Forsythe; Tabla 4.2), con excepcién de
S6. Los pH 5y 6 favorecieron el crecimiento de las cepas, mientras que las incubaciones
de las cepas a pH 3y 7 disminuyeron el nimero de UFC luego de 24 h. No se obtuvieron
resultados concluyentes para el caso de las cepas S1y B3 por pérdida de repeticiones

y, por lo tanto, no se incluyeron en la Tabla 4.2.

pH
12,00 M3
M5
6
10,00 7
k l x 1 I I
O 800 i
L
5
S
Q9 600
4,00
2,00
0.00

B1 BS b3 B7 S6 S1 B12 B3 S8 B2

Figura 4.4. Tolerancia de las 10 cepas bacterianas a diferentes pH (3, 5, 6). Los
resultados estan expresados como la media del log de UFC a las 24 h para cada valor
de pH (control pH 7).
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Tabla 4.2. Comparacion del efecto del pH sobre las cepas de bacterias estudiadas a las

24 h.
BACTERIA pH BROWN-FORSYTHE
3 5 6 7 (SIG)
(Control)

B1 b* b b a <0,01
B5 a a b a <0,01
b3 a ab b a <0,01
B7 a b c abc 0,02
S6 - - - - 0,85
B12 b b b a <0,01
S8 a b b ab <0,01
B2 b c c a <0,01

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

- ANOVA de Brown-Forsythe no encontré diferencias estadisticamente significativas.

4.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl

Se evalud el comportamiento de las bacterias en cada concentracién de NacCl

(control 0 %, 3 %, 6,5 %, 10 % p/v) luego de 24 h. En general, se observé una misma

tendencia en todas las cepas en estudio (con distinta intensidad): disminuyd su

crecimiento a medida que aumento la salinidad (Figura 4.5). Se encontraron diferencias

significativas entre las cepas para todos los tratamientos (ANOVA, p<0,05). B5 no

sobrevivid a las concentraciones 6,5 % y 10 % mientras que S8 no toler6 un 10 % de

NaCl (Tabla 4.3).
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Figura 4.5. Resistencia de las 10 cepas bacterianas a diferentes concentraciones

0,00

salinas (3 %, 6,5 %, 10 %). Los resultados estan expresados como la media del log de
UFC a las 24 h para cada concentracién de NaCl (control 0 %).

Tabla 4.3. Comparacién del efecto de la concentracion de NaCl sobre las cepas de

bacterias estudiadas a las 24 h.

BACTERIA [NaCl] BROWN-FORSYTHE

0% 3% 6,50% 10% 8

Bl b* b a a <0,01
B5 a b = = <0,01
b3 b c ab a <0,01
B7 c bc a ab <0,01
S6 abc c b a <0,05
S1 ab b a a <0,01
B12 b a a a <0,01
B3 c c b a <0,01
S8 b b a - <0,01
B2 a a a a <0,01
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* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

— No sobrevivio

4.3.2.3. Crecimiento a diferentes temperaturas

Se comparo6 el crecimiento de las bacterias luego de 72 h a las temperaturas 10
°C, 25 °C, 40 °C y control a 35 °C (Figura 4.6). Todas las cepas presentaron un
comportamiento general similar respecto a las distintas temperaturas evaluadas: mayor
crecimiento a 25 °C respecto de 10 °C. Sin embargo, a 35 °C hubo un descenso en el
crecimiento (Tabla 4.4). No se obtuvieron resultados concluyentes para el caso de las
cepas B5 y B12 por pérdida de repeticiones. A 40 °C, s6lo sobrevivieron tres bacterias,
alcanzando un log de UFC/ml de 9,37; 8,96 y 9,41 para S1, B12 y B3, respectivamente.

Temp
12,00 10

W35
10,00

8,00

6,00

Log UFC

4,00

2,00

0.00 * *

Bl B5 b3 B7 S6 S1 B12 B3 S8 B2

Figura 4.6. Crecimiento de las 10 cepas bacterianas a diferentes temperaturas (10 °C,
25 °C, 40 °C). Los resultados estan expresados como la media del log de UFC a las 72
h para cada temperatura (control 35 °C).
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Tabla 4.4. Comparacion del efecto de la temperatura sobre las cepas de bacterias

estudiadas a las 72 h.

BACTERIA TEMPERATURA BROWN-FORSYTHE (SIG)
10°C Z5°C B52E
(Control)
Bl a* b a <0,01
b3 a c b <0,01
B7 a c b <0,01
S6 a b a <0,05
S1 a b b <0,01
B3 a c b <0,01
S8 a b b <0,01
B2 a C b <0,01

*Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

43.2.4. Tolerancia osmotica

Se evalud el control (0 % p/v) y el efecto de tres concentraciones distintas de
jarabe (30 %, 50 %, 70 % p/v) alas 72 h sobre las bacterias. En el caso de S6 (p=0,187),
S8 (p=0,061) y B2 (p=0,221) no se observaron diferencias significativas por el agregado
de jarabe. En general, se registr6 un aumento en el crecimiento con concentraciones de
30 %. Este se mantuvo a 50 % y luego disminuyé al aumentar la concentracion a 70 %
(Figura 4.7). Si bien la prueba de Brown-Forsythe encontré diferencias entre los
tratamientos en B5, S1 y B3, la prueba de a pares de Tamhane, por ser mas
conservadora, no encontro tales diferencias. Por lo tanto, se realiz6 la prueba DMS, la
cual es otra prueba de a pares un poco menos conservadora para rastrear posibles
diferencias (Tabla 4.5). No se obtuvieron resultados concluyentes para el caso del

control de la cepa B5 por pérdida de repeticiones.
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Jarabe
12,00 (OA’)

0 (Control)
30
50

10,00
W70

8,00

Log UFC

4,00

2,00

0.00

B1 B5 b3 B7 S6 S1 B12 B3 S8 B2

Figura 4.7. Tolerancia de las 10 cepas bacterianas a diferentes concentraciones de
jarabe (30 %, 50 %, 70 %). Los resultados estan expresados como la media del log de

UFC a las 72 h para cada concentracion (control 0O %).

Tabla 4.5. Comparacion del efecto de la concentracion de jarabe sobre las cepas de
bacterias estudiadas a las 72 h.

BACTERIA JARABE (%)

0 (Control) 30 50 70

Bl a c bc b
B5 b ab a
b3 a b b ab
B7 a b b b

S6 - - - -
S1 b b a a
B12 bc c b a
B3 a b b a

S8 - - - -

B2 : : - -
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* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

- ANOVA de Brown-Forsythe no encontré diferencias estadisticamente significativas.

4.3.2.5. Cinéticade crecimiento

Se evaluo la cinética de crecimiento de las bacterias en condiciones normales
(pH 7, temperatura 35 °C, sin agregado de NaCl ni de jarabe) durante 24 h. Todas las
cepas presentaron la curva de crecimiento caracteristica de un microorganismo: fase de
latencia, fase exponencial, estacionaria y fase de muerte (Figura 4.8). A partir del
analisis de la fase exponencial de crecimiento se calcul6 la tasa de crecimiento vy el
tiempo de duplicacién para cada bacteria. El tiempo de duplicaciéon varié entre un
minimo de 1,86 h a un maximo de 2,56 h y la tasa de crecimiento entre 0,28 h*y 0,37
h (Tabla 4.6).

Curva de crecimiento Bacterias

=
S

D.O (600 nm)
=] = =
[=)] [o2] = =]

o
S

0,2
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)
—B12 B2 58 56 —B5
—B1 —51 —h3 —B3 —B7

Figura 4.8. Curva de crecimiento de las 10 cepas de bacterias aisladas de kéfir. Se
observa una fase inicial de latencia seguida de una fase exponencial, fase estacionaria

y fase de muerte.
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Tabla 4.6. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de las 10 cepas bacterianas

aisladas del kéfir de agua.

BACTERIA

Bl B5 b3 B7 S6 S

B12 B3 S8 B2

Tasa de 033 029 033 03 032 031 037 028 0,32 0,32
crecimiento

(h)

Tiempo de 2,10 2,18 2,06 195 214 2,18 187 256 2,18 2,10
duplicacion

(h)
4.3.2.6. Supervivencia posterior a la liofilizacién

Luego de la liofilizacion, si bien hubo una marcada disminucion en el crecimiento

de las bacterias, todas ellas sobrevivieron al proceso, con una reduccién en el logaritmo
de UFC que varié ampliamente, desde 0,14 hasta 2,24 (Tabla 4.7). Los recuentos de

UFC se realizaron por la técnica de drop plate.
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Tabla 4.7. Supervivencia al proceso de liofilizacién de las 10 cepas bacterianas aisladas

de kéfir de agua.

Log UFC/ml antes  Log UFC/ml después Reduccién del

BACTERIA de liofilizacion de liofilizacion Log UFC/mI
Bl 7,40+0,05* 6,69 £ 0,06 * 0,70
B5 7,83 £ 0,06 7,70 £ 0,13 0,14
b3 8,28 £ 0,04 7,96 £ 0,07 0,32
B7 8,10 + 0,08 7,78 £ 0,02 0,32
S6 7,66 £ 0,10 7,05+0,12 0,62
S1 6,12 + 0,09 4,48 + 0,00 1,65
B12 8,73+0,10 8,45 + 0,05 0,27
B3 6,32 + 0,04 4,08 +£ 0,04 2,24
S8 7,88 + 0,10 7,30 + 0,03 0,58
B2 8,85 + 0,07 8,29 + 0,12 0,56

* Cada dato es el promedio de tres repeticiones + desvio estandar.

* Los valores de la columna ‘Log UFC/mI después de liofilizacién’ se obtuvieron luego

de la rehidratacion hasta su volumen original.

4.3.3. Estudio del perfil de utilizacion de carbohidratos

Se determind el perfil bioquimico de las bacterias basado en las pruebas de
utilizacion de carbohidratos (Tabla 4.8). Todas las cepas, excepto S6 (que no pudo
utilizar dulcitol), utilizaron ribosa, galactosa, glucosa, fructosa, manosa, sorbosa,
dulcitol, manitol, sorbitol, N-acetil-glucosamina, amigdalina, arbutina, esculina, salicina,
celobiosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, melecitosa, turanosa, tagatosa y gluconato.
Las cepas B1, B3 y B12 no fermentaron L-arabinosa, L-ramnosa, lactosa ni melobiosa.
Mientras que B12, S1 y S6 no fermentaron L-sorbosa; B1 y B12 no fermentaron D-

manosidasa y B12 y S6 no fermentaron D-turanosa (Figura 4.9).
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Tabla 4.8. Perfiles de fermentacion de carbohidratos de las 10 bacterias seleccionadas
utilizando las Galerias APl 50 CH y API 50 CHL.

Carbohidrato Bl1 B2 B3 B5 B7 Bl1l2 b3 S1 S6 S8

- CONTROL - - - - - - - - - -

1 GLICEROL - - - - = = = - - -

2 ERITROL - - - - - - - - - -

3 D-ARABINOSA - - - - - = = = - -

4 L-ARABINOSA -+ -+ o+ - + + + +
5 RIBOSA SER + + o+ + + + + +

6 D-XILOSA - - - - - - - - - -

7 L-XILOSA - - - - - - - - - -

8 D-ADONITOL - - - - - - - - - -

9 METIL BETA-D- - - - - - - = - - -
XILOPIRANOSIDA

10 GALACTOSA + o+ + + o+ + + + + +
11 GLUCOSA = + o+ o+ + + + + +
12 FRUCTOSA + o+ + + o+ + + + + +
13 D-MANNOSA = + + o+ + + + + +
14 L-SORBOSA + o+ + o+ o+ - + - - +
15 L-RAMNOSA -+ -+ o+ 2 + + + +
16 DULCITOL + o+ + o+ + + + + - +
17 INOSITOL - - - - - - - - - -
18 MANITOL + o+ + o+ + + + + + +
19 SORBITOL + + + + + + + + + +
20 METIL ALFA-D- -+ + o+ o+ - + + + +

MANOPIRANOSIDA
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21 METIL ALFA-D-
GLUCOPIRANOSIDA

22 N-

ACETILGLUCOSAMINA

23 AMIGDALINA
24 ARBUTINA
25 ESCULINA
26 SALICINA
27 CELIBIOSA
28 MALTOSA
29 LACTOSA

30 MELIBIOSA

31 SACAROSA

32 TREALOSA
33 INULINA

34 MELECITOSA
35 RAFINOSA
36 ALMIDON

37 GLICOGENO

38 XILITOL
39 GENTIOBIOSA
40 TURANOSA
41 LIXOSA
42 TAGATOSA
43 D-FUCOSA
44 L-FUCOSA
45 D-ARABITOL

46 L-ARABITOL
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47 GLUCONATO DE + o+ + o+ + + + + + +
POTASIO

48 KETOGLUCONATO - - - - - - - - - -
2 DE POTASIO

49 KETOGLUCONATO - - - - - - = - - -
5 DE POTASIO

Reaccion positiva (+); Reaccién negativa (-)

e e

W I T

Figura 4.9. Estudio del perfil de fermentacion de carbohidratos con Galerias API 50 CH
y API 50 CHL (BioMerieux, S.A., France) en las 10 cepas bacterianas aisladas de kéfir

de agua.

4.3.4. Caracterizacion de los metabolitos presentes en los sobrenadantes

microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Se llevo a cabo el andlisis metabolémico de los SLC de las 10 cepas de bacterias
mediante RMN (Figura 4.10). Los resultados revelaron un total de 250 compuestos
diferentes, incluyendo metabolitos antimicrobianos como acetato, acetoina, etanol,

lactato, N-carbamoil-beta-alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina, aspartato y acido
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ascorbico. De todos los compuestos encontrados, acetato fue el mas abundante, con

una concentracion de 54,97 mM.

De acuerdo con el andlisis de componentes principales, los compuestos arginina,
ascorbato y aspartato estuvieron altamente correlacionados. La cepa S8 fue la Unica
que presento estos tres metabolitos, diferenciandose del resto de las bacterias. La cepa
B7 mostré un alto contenido de acetoina; finalmente, en las cepas B12, B2 y S6 se
detectaron los compuestos N-carbamoil-beta-alanina y fenilalananina, ambos muy

correlacionados (Figura 4.11).
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Figura 4.10. Espectros de los sobrenadantes libres de células de las bacterias estudiadas obtenidos a través de la Espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear.
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Figura 4.11. Andlisis de componentes principales (CP1=50,2 %, CP2=24,9 %) de los
metabolitos antimicrobianos identificados por RMN en los sobrenadantes de las 10

bacterias con potencial probiotico aisladas de kéfir de agua.

4.4, Discusion

Para seleccionar los cultivos bacterianos potencialmente probiéticos se debe
evaluar su supervivencia frente a distintos factores de estrés con el fin de determinar si
son capaces de resistir condiciones adversas y, por lo tanto, se pueden considerar
buenos candidatos para ser utilizados como probi6ticos en suplementos alimenticios
(Tuomola et al., 2001). En este capitulo de tesis se estudiaron las 10 bacterias aisladas
de kéfir de agua y seleccionadas por su capacidad antimicrobiana frente a patégenos
de larvas de abejas (Capitulo 3) con el fin de determinar si eran capaces de sobrevivir
bajo las condiciones propias de las abejas meliferas y de las colmenas. Los aislamientos
se caracterizaron genéticamente por analisis del gen ARNr 16S vy fisiol6gicamente a
través de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de
NaCl (3; 6,5y 10 %), temperaturas (10, 25 y 40 °C) y altas concentraciones de azucar
(30, 50y 70 %).

De acuerdo al andlisis del gen ARNr 16S, las bacterias aisladas del kéfir de agua

fueron identificadas como Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei.
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Liquorilactobacillus satsumensis y Lentilactobacillus hilgardii. EI género Lactobacillus ha
sido recientemente reclasificado en 25 géneros (Zheng et al., 2020), por lo que los
nombres corresponden a los que anteriormente eran Lactobacillus casei, L. paracasei,
L. satsumensis y L. hilgardii, respectivamente. Estas especies han sido previamente
reportadas en el kéfir (Gulitz et al., 2012; Arrieta-Echeverry et al., 2023; Oviedo-Ledn et
al., 2024). Wulansari et al. (2022) estudiaron la incorporacion de Lacticaseibacillus casei
junto con leche de avena en la produccion de kéfir y encontraron que mejoré la calidad
y las caracteristicas sensoriales del producto. En el mismo sentido, Karaffova et al.
(2021) investigaron la cepa probidtica Lacticaseibacillus paracasei Z2 aislada de
granulos de kéfir sobre la respuesta inmune de ratones y encontraron que esta cepa
estimuld su inmunidad intestinal local. En cuanto a Liquorilactobacillus satsumensis, ha
sido identificada entre las bacterias lacticas presentes en el kéfir de agua (de Almeida
et al.,, 2022). Ha sido estudiada tanto por su potencial probiético como prebiético
(Oviedo-Leobn et al., 2024). Finalmente, la especie Lentilactobacillus hilgardii se ha
reportado como una de las tres especies principales de bacterias lacticas que
contribuyen a la fermentacion del kéfir de agua (Gamba et al., 2021).

La resistencia de los cultivos bacterianos a bajos valores de pH es un factor
importante para tener en cuenta ya que aquellos microorganismaos que son tolerantes a
la acidez tienen mayores probabilidades de sobrevivir al tracto gastrointestinal y llegar
al intestino en un nimero adecuado para lograr su colonizacion (Sica, 2013). El pH
gastrico de la abeja melifera decrece hacia la regién posterior del tubo digestivo, con
valores de 6 (ventriculo anterior), 5,7 (ventriculo medio) y 5,6 (ventriculo posterior)
(Terray Ferreira, 1994). Las 10 cepas bacterianas sobrevivieron a los pH acidos a los
gue fueron sometidas, presentando el menor crecimiento a pH 3. A valores de 5y 6, las
bacterias lograron un mayor crecimiento. De manera similar, Plessas et al. (2020)
evaluaron las propiedades de 10 bacterias lacticas aisladas de granulos de kéfir. A pH
4, todas las cepas tuvieron las mayores tasas de supervivencia, pero presentaron una

significativa reduccién en la viabilidad a pH 2.

La supervivencia de las bacterias a altas concentraciones de NaCl se evalu6
como otro indicador de la capacidad de estas a tolerar condiciones adversas. En
términos generales, todas las cepas sobrevivieron a una concentracion de 3 % NaCl,
pero su crecimiento disminuyé a medida que aument6 la salinidad, y algunas no
sobrevivieron a 10 % NaCl. Resultados similares fueron reportados por Rahman et al.
(2015) quienes caracterizaron dos especies de Lactobacillus y de Bifidocterium. Las
bacterias presentaron un buen crecimiento a 1 — 7 % NaCl, un crecimiento moderado a

8 — 9 % y no pudieron crecer a 10 % NaCl.
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El crecimiento de las bacterias a distintas temperaturas fue evaluado ya que el
objetivo es incorporar el probiético en el alimento que se coloca en la colmena, vy, por lo
tanto, estara expuesto a las condiciones ambientales donde se localice el apiario. Las
abejas son poiquilotermas, por lo cual, la temperatura es un factor muy importante en
todas las actividades que realizan. Su temperatura corporal cambia de acuerdo con la
del ambiente, y, para sobrevivir, pueden adaptarse en un rango muy amplio que oscila
entre 0 y 40 °C (Crane, 1990). Sin embargo, la temperatura ambiental optima para
realizar sus actividades esta entre los 21 y 35 °C. Temperaturas inferiores ralentizan el
metabolismo, mientras que temperaturas mas elevadas aumentan la tasa respiratoria y
aceleran el metabolismo. Una tasa metabdlica alta aumenta el consumo de energia y
acelera el envejecimiento fisiolégico. Para mantener una temperatura adecuada en la
colmena, las abejas se agrupan y ventilan, segun las necesidades (Geng y Geng, 2019).
En esta tesis, las bacterias estudiadas presentaron un menor crecimiento a 10 °C vy la
mayoria de las cepas no sobrevivid a 40 °C. Por las razones expuestas previamente,
esto no seria una limitaciobn ya que, una vez dentro de la colmena, las abejas
mantendran la temperatura estable, oscilando entre los 34 y 35 °C, temperatura a la que
las bacterias pudieron crecer adecuadamente.

La tolerancia osmdética de las bacterias se evalu6 debido a que el probidtico
seleccionado podria ser incorporado en la colmena junto con el jarabe con el que
suplementan las colonias muchos apicultores. Los sustitutos de miel recomendados
para la alimentacion de las colmenas son el jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) y el
jarabe de sacarosa. El JIMAF posee una composicion de soélidos de 55 % fructosa, 41 %
glucosa y 4 % de otros azucares/polisacéaridos. Por su parte, el jarabe de sacarosa se
prepara en la proporcion de 2 kg de azucar por cada litro de agua (2:1) y contiene 66 %
de azucar (Moja et al., 2022). El crecimiento de las cepas bacterianas aumentd con
concentraciones de 30 y 50 % de jarabe, y luego disminuy6 al alcanzar la concentracion
de 70 %. La buena tolerancia a altas concentraciones de azlcar es una gran ventaja ya
que demuestra que las bacterias evaluadas pueden sobrevivir en el jarabe que suele

ser utilizado para alimentar a las abejas.

Un requisito importante al seleccionar una cepa probiética es su capacidad para
crecer adecuadamente, alcanzar un numero viable al llegar al intestino vy, asi,
colonizarlo. Los valores obtenidos durante la fase exponencial de crecimiento
demuestran que las 10 cepas de bacterias pudieron crecer en el medio MRS, con niveles
de crecimiento buenos para la obtencion de inéculos destinados a la produccion de un
suplemento probidtico (Salazar Alzate et al., 2005). Un recuento de 1x10° UFC/g es la

minima concentracion de probidticos en el intestino necesaria para lograr un efecto en
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animales (Minelli y Benini, 2008). El tiempo de duplicacion y la tasa de crecimiento de
las cepas fueron variables y mayores a los observados para bacterias lacticas por otros
autores. Por ejemplo, Jurado-Gamez y Guzman-Insuasty (2015) reportaron un tiempo
de duplicacién de 33 min para Lactobacillus lactis, presentando asi un nivel de
crecimiento que le permitiria competir con bacterias patégenas en el intestino. Por su
parte, Sharma et al. (2021) reportaron tasas de crecimiento entre 0,14 y 0,17 para L.

plantarum, valores obtenidos a través de la utilizacién de modelos cinéticos.

Una vez obtenido el probidtico es necesario conservarlo adecuadamente para
poder ser comercializado facilmente. Es fundamental que durante la preservacion por
largos periodos de tiempo se mantengan inalteradas sus propiedades tecnoldgicas y
probidticas (Bolla, 2011). Existen diferentes metodologias para la conservacién de
microorganismos, tales como el secado por calor, secado en frio o liofilizacion
(Golowczyc et al., 2009). El proceso de liofilizacién tiene como desventaja que puede
atenuar o matar las células bacterianas. Es por lo que, durante el procedimiento, se
incorporan estabilizadores que protegen a las células, tales como polisacéridos, inulina,
quitosano, leche descremada, pectina, entre otros aditivos (Yang et al., 2006). En esta
tesis, el nimero de UFC de las cepas bacterianas fue menor comparado con el recuento
inicial, antes de ser sometidas a la liofilizacion. Sin embargo, todas las bacterias
sobrevivieron a este proceso, con un porcentaje de supervivencia que varid
ampliamente. Esta fluctuacién se debe en parte a los agentes crioprotectores utilizados.
Yang et al. (2006) también utilizaron leche en polvo como aditivo a distintas
concentraciones (0, 2, 5y 10 %). Sus resultados mostraron que la leche descremada
impidio la muerte celular de las dos especies de BAL estudiadas, y tuvo el mejor efecto
a la concentracion de 10 %. Otros factores que afectan la supervivencia de los
microorganismos incluyen las condiciones de crecimiento, el tipo de cultivo, el

procesamiento y las condiciones de rehidratacion (To y Etzel, 1997).

Se llevo a cabo el estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en las
cepas bacterianas. El perfil bioquimico obtenido para cada una de ellas fue comparado
con el de Lactobacillus paracasei ssp paracasei, con el fin de corroborar que las cepas
seleccionadas pertenecieran al grupo de las bacterias lacticas. De acuerdo con los
resultados observados, los cultivos bacterianos presentaron propiedades bioquimicas
tipicas del género Lactobacillus. Las bacterias pertenecientes a este género, como se
describié previamente, son las mas utilizadas para la obtencion de suplementos con
propiedades probioticas, pudiendo ser incorporadas en forma individual o en

combinacién con otros microorganismos (Salminen et al., 1993).

Una gran cantidad de compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias
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lacticas han sido identificados y caracterizados en numerosos estudios debido a su
potencial para inhibir microorganismos indeseados. Dichos compuestos son muy
variables, desde acidos organicos de estructura simple y productos primarios del
metabolismo, hasta compuestos complejos y péptidos de gran tamafio. Los principales
compuestos antimicrobianos producidos por las BAL son el acido lactico y el acido
acético, los cuales pueden actuar en forma sinérgica (Narendranath et al., 2001).
Existen, ademas, otros productos del metabolismo que pueden contribuir con su
capacidad antimicrobiana, pero suelen ser dificiles de cuantificar (Arena et al., 2016;
Siedler et al., 2019). A través de la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
de 1H fue posible analizar los sobrenadantes completos y detectar un amplio rango de
sustratos del medio y metabolitos excretados por las bacterias. Una vez caracterizados
estos compuestos, se identificaron aquellos relacionados con su actividad

antimicrobiana.

Los compuestos lactato y acetato fueron detectados en todos los sobrenadantes
bacterianos evaluados. Estos acidos organicos son los principales compuestos
antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas y han sido reportados como
responsables de inhibir el crecimiento de distintos microorganismos patégenos (George-
Okafor et al., 2020). Por ejemplo, Maggi et al. (2013) estudiaron el efecto de acidos
organicos (lactico y acético) producidos por BAL sobre el desarrollo de colonias de
abejas y para el control de Nosema ceranae. La administracion in vitro de acido lactico
y acético no tuvo efecto téxico sobre las abejas y las colonias alimentadas con acido
lactico aumentaron su poblacion y el contenido de cuerpos grasos de las abejas.
Ademas, los acidos organicos redujeron la intensidad del patégeno luego de la segunda
aplicacion del tratamiento. El etanol fue otro de los compuestos antimicrobianos
detectados en todos los sobrenadantes bacterianos. Braglia et al. (2021) investigaron el
potencial para controlar la nosemosis de distintos ingredientes incorporados en la dieta
de las abejas. Entre ellos analizaron el etanol y encontraron gue una concentracion de
4 % de etanol 0,69 M en la dieta fue suficientemente alta para generar estrés celular en
las abejas, pero no lo suficiente como para causar diferencias en las tasas de mortalidad

o en el desarrollo de Nosema.

Entre los metabolitos identificados, N-carbamoil-beta-alanina, fenilglicina y
fenilalanina, pertenecen al grupo de los aminoacidos. La presencia de estos compuestos
puede sugerir que sean bacteriocinas las responsables de la actividad antimicrobiana
de los sobrenadantes evaluados (Fuochi et al., 2019). Se ha reportado un amplio rango
de bacteriocinas producidas por bacterias. Por ejemplo, Lactobacillus acidophilus

produce acidofilina, lactocidina y acidolina, mientras que L. plantarum produce lactolina.
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Las bacteriocinas elaboradas por las bacterias Gram-positivas tienen un espectro de
accion estrecho y acttan sélo sobre bacterias relacionadas filogenéticamente (Kumar
Bajaj et al., 2015). Los mecanismos mediados por bacteriocinas por los cuales las
bacterias provocan la muerte incluyen la destruccion de las células objetivo a través de
la formacion de poros y/o la inhibicién de la pared celular (Nielsen et al., 2010; Hassan
et al., 2012).

Notablemente, dos compuestos antimicrobianos, arginina y acido ascorbico,
fueron detectados Unicamente en el sobrenadante de una de las bacterias evaluadas,
Lacticaseibacillus paracasei (S8). Existen 10 aminoacidos considerados esenciales para
las abejas. Entre ellos se encuentra la arginina. En la alimentacion de las abejas se debe
asegurar el equilibrio general de aminoacidos esenciales y vitaminas B ya que son los
nutrientes que regulan el tamafio de las glandulas hipofaringeas y las sefiales
inmunoldgicas en estos insectos (Hendriksma et al., 2019; Jong et al., 2009; Danihlik et
al., 2018). En este sentido, Daisley (2021) desarrollé un suplemento con el agregado de
tres cepas probidticas de lactobacilos y compar6é el perfii de aminoacidos en
suplementos nutricionales, con y sin el agregado de las cepas. El contenido nutricional
de los suplementos se contrasté con 16 fuentes de polen como puntos de referencia en
relacion a las demandas fisiologicas de las abejas. Sus resultados demostraron un ligero
aumento de ocho aminoacidos, entre ellos, arginina, en los suplementos probidticos
comparados con los controles. Por su parte, el acido ascorbico es un antioxidante capaz
de eliminar radicales libres (Lugo-Zarate et al., 2021). Esta capacidad puede utilizarse
como uno de los criterios al seleccionar probioticos entre las bacterias lacticas (Klimbo
et al.,, 2021). Los insectos tienen una alta tasa metabdlica lo cual genera grandes
cantidades de radicales libres. Es por ello que poseer un sistema antioxidante eficaz es
de particular importancia para los insectos (Candy et al., 1997). La vitamina C (acido
ascorbico) no se considera esencial para las abejas; sin embargo, suele recomendarse
su administracion, especialmente en dietas artificiales, debido a la falta de estimacion
de la demanda de dicha vitamina en las abejas (Black, 2006). Farjan et al. (2012)
estudiaron el efecto de la suplementacion de la dieta con acido ascorbico sobre el estado
antioxidante en la cria de abejas en desarrollo durante la primavera. Encontraron que la
media de las pérdidas de abejas durante el invierno fue un 33 % menor en las colmenas
gue recibieron la vitamina C. En otro estudio, se demostré que la suplementacién con
vitamina C en la dieta de las abejas redujo moderadamente la infestacion con Varroa
destructor y podria mejorar el estado general de las colmenas (Lopienska-Biernat et al.,
2019).

Los compuestos detectados en los sobrenadantes de las 10 bacterias
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evaluadas les confieren una ventaja competitiva dentro del complejo ambiente

microbiano como consecuencia de la actividad antimicrobiana asociada a su

produccién, fundamental para inhibir el crecimiento de patégenos en el tracto intestinal.

Este es uno de los principales requisitos que debe cumplir un microorganismo probidtico.

En base a ello y a los resultados de supervivencia frente a las pruebas de estrés a las

que fueron sometidas las bacterias, se seleccionaron tres cepas (B2, b3 y S6) con

potencial para ser utilizadas como probioticos en el suplemento nutricional destinado a

la alimentacion de las abejas (Capitulo 6).

Conclusiones

A partir del andlisis del gen ARNr 16S, los aislamientos de bacterias
fueron identificados como miembros de los géneros Lacticaseibacillus,
Liquorilactobacillus y Lentilactobacillus.

Las 10 cepas de bacterias -caracterizadas fisiologicamente
sobrevivieron a las pruebas in vitro a las que fueron sometidas:
tolerancia a pH acido, resistencia a altas concentraciones de NacCl,
crecimiento a distintas temperaturas y tolerancia a osmolaridad.

Las 10 cepas bacterianas presentaron una adecuada cinética de
crecimiento y supervivencia posterior a la liofilizacién, propiedades
importantes para un probiético.

De acuerdo con la determinacion de los perfiles de fermentacién de
carbohidratos, las bacterias presentaron propiedades bioquimicas
tipicas del género Lactobacillus.

Mediante Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 1H
(1H-RMN), en los sobrenadantes libres de células se detectaron 250
compuestos diferentes producidos por las bacterias.

En los sobrenadantes bacterianos se identificaron los compuestos
antimicrobianos acetato, acetoina, etanol, lactato, N-carbamoil-beta-
alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina y acido ascorbico. El acetato
fue el metabolito mas abundante presente en los sobrenadantes
bacterianos.

Las cepas bacterianas B2, b3 y S6 fueron seleccionadas como
potenciales probidticos para ser incorporados al suplemento
nutricional destinado a las abejas en los ensayos de campo que se

describiran en el Capitulo 6.
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Capitulo 5: Identificacién y evaluacion de las propiedades probidticas de

levaduras con actividad antimicrobiana

5.1. Introduccion

Las levaduras son hongos que se multiplican generalmente por gemacién, en
forma de agregados sueltos de células independientes que pueden ser globosas,
ovoides, cilindricas o alargadas. El crecimiento de las levaduras en medio sélido se
caracteriza por la formacién de colonias de aspecto similar a las colonias bacterianas
(Figura 5.1). La mayoria de las levaduras utilizan azlcares como principal fuente de
energia y carbono para su metabolismo a través de la via glucolitica. En anaerobiosis,
la glucosa que ingresa a la via glucolitica permite obtener energia mediante la
fermentacion alcohdlica, por accion sucesiva sobre el piruvato de la piruvato-
decarboxilasa y la alcohol-deshidrogenasa, dando como producto etanol. En aerobiosis,
parte del piruvato es oxidado completamente a CO, mediante la respiracion celular. Sin
embargo, una parte de la glucosa sigue siendo metabolizada mediante fermentacion

lactica, aun en aerobiosis (Gancedo y Serrano, 1989).

Las levaduras mas estudiadas en el mundo son cepas provenientes de las
especies Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces fragilis y Candida utilis. En el caso
de S. cerevisiae, su uso mas extendido esta asociado a la panificacion y las industrias
de fabricacion de cerveza, vinos y alcohol. Esta levadura es una de las especies
considerada como microorganismo GRAS, por lo que ha sido aprobada para su uso

como aditivo alimentario (Suarez-Machin et al., 2016).
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Figura 5.1. Fotografia en lupa de colonias de levaduras creciendo en placa con medio
de cultivo solido Hongos y Levaduras (Britania, Argentina) a 25 °C.

Para identificar hongos, uno de los métodos empleados es la secuenciacién de
regiones ribosémicas. Las dos regiones mas utilizadas son las correspondientes a los
dominios D1 y D2 ubicados en el extremo 5’ del gen 25S (Kurtzman y Robnett, 1998) y
la regién que comprende los espaciadores transcritos internos y el gen ribosomal 5.8S
(ITS1-5.8S rADN-ITS2) (Figura 5.2) (James et al.,, 1997). Al comparar con las
secuencias depositadas en bases de datos es posible identificar una levadura
desconocida a nivel taxonémico de especie, cuando el porcentaje de homologia de sus

secuencias es superior o igual a 99 % (Kurtzman y Robnett, 1998).
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Figura 5.2. Mapa del gen que codifica para las tres moléculas de rRNA (18S, 5.8S y
25S) encontradas en el ribosoma de las levaduras. Los rRNAs 5.8S, 18S y 25S estan
flanqueados por dos regiones espaciadoras externas (5’ETS y 3'ETS) y separados por
dos regiones espaciadoras internas (ITS1 separando 18S de 5.8S e ITS2 separando a
5.8S de 25S). Hay dos regiones espaciadoras que no se transcriben (NTS). Las letras
Py T indican la region promotora y terminadora del transcrito policistronico. (Tomado de
Espinar Marchena, 2017).

A nivel mundial, el uso de levaduras tiene diversos fines, entre ellos, la
produccion de preparados probi6ticos (Hill et al., 2014; Marco et al., 2017). La busqueda
de microorganismos que puedan ser candidatos a probiéticos implica una evaluacion
inicial in vitro de propiedades que pueden dividirse en dos grandes grupos. Por un lado,
las caracteristicas funcionales, que incluyen, principalmente, la capacidad de
supervivencia en el sitio de interés, la actividad antimicrobiana y el efecto en el
hospedador. Por otro lado, las propiedades tecnolégicas implican la produccién de gran
cantidad de biomasa y la resistencia a procesos de conservacion, como la liofilizacion,
(método explicado previamente en el capitulo 4) (Staniszewski y Kordowska-Wiater,
2021).

Las levaduras producen diversas moléculas tales como acidos organicos,
poliaminas, proteasas Yy micotoxinas, las cuales actian como compuestos
antimicrobianos que destruyen microorganismos patégenos (Figura 5.3) (Shruthi et al.,
2022). La actividad antimicrobiana de las levaduras se atribuye principalmente a la
produccion de etanol. Otros metabolitos como diéxido de carbono, reuterina, diacetilo,
compuestos proteicos o péptidos de bajo peso molecular también serian responsables
de su capacidad inhibitoria (Ruggirello et al.,, 2019). Por otra parte, la actividad
antagoénica puede deberse a la produccion de enzimas hidroliticas y a compuestos

volatiles tales como acetato, acetato de etilo, acetato de isobutilo, alcohol fenetilico y 2-
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pentanona, entre otros (Nally et al., 2015). Finalmente, existe un gran grupo de
compuestos antimicrobianos, conocidos como toxinas killer, las cuales tienen un gran
espectro de actividad frente a muchos microorganismos patégenos. Estas son proteinas
extracelulares, glicoproteinas o glucolipidos que alteran la membrana celular de
organismos susceptibles (Muccilli y Restuccia, 2015).
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Figura 5.3. Representacion de la actividad antagénica de levaduras frente a patégenos
y los principales modos de accion. (Tomado de Shruthi et al., 2022).

En esta tesis, las levaduras aisladas del kéfir de agua, seleccionadas por su
actividad inhibitoria frente a patégenos de interés apicola (Capitulo 3), fueron
caracterizadas y evaluadas a través de distintas pruebas in vitro con el fin de determinar
su potencial como probiético para ser incorporadas en el suplemento nutricional

destinado a alimentar abejas.

Objetivos especificos

1.

caracterizacion genotipica.

Identificar las levaduras obtenidas del

kéfir de agua mediante
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5.2.

2. Evaluar el potencial probiético de las levaduras aisladas del kéfir a través

de distintas pruebas in vitro.

3. Caracterizar e identificar los metabolitos presentes en los sobrenadantes
de las levaduras por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
1H.

Materiales y Métodos
5.2.1. ldentificacidn genotipica de las levaduras seleccionadas

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas in vitro de actividad
antimicrobiana frente a los patégenos Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis (Capitulo
3), se seleccionaron los 10 aislamientos de levaduras con mayor capacidad inhibitoria,
los cuales fueron identificados genotipicamente.

5.2.1.1. Extraccion de ADN de levaduras

Para la obtencién del ADN de las levaduras se llevd a cabo el protocolo
propuesto por Polaina y Adam (1991). Se prepararon cultivos liquidos de cada uno de
los aislamientos en medio HyL. Se coloc6 una alicuota de un ml del cultivo en un tubo
Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min. Luego, se resuspendi6 en
100 pl de TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5) conteniendo 3 % SDS. Se
mantuvo a temperatura ambiente por 15 min, con agitacion ocasional. Posteriormente,
se agreg6 fenol y 0,5 ml de TE a cada tubo. Luego, se adicioné éter para eliminar el
fenol residual y se afiadid etanol (2,5 volimenes) para recuperar los acidos nucleicos.

Se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

5.2.1.2. Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN de las levaduras se analizO empleando los cebadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (Avin et
al., 2014). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl
conteniendo 1 U ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), cebadores 1 uM, buffer 1X,
ADN Taq polimerasa (PB-L, Argentina), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs y el
correspondiente templado de ADN. Las reacciones de PCR fueron realizadas en un
termociclador de ADN (Bio-Rad, USA).

La amplificacion de ADN de levaduras se llevé a cabo segln Avin et al. (2014)
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con modificaciones. Se realizé un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min
seguido de un programa de 30 ciclos que implicé una desnaturalizacion a 94 °C por 30
s, hibridacion de los cebadores a 57 °C por 30 s, sintesis de ADN a 72 °C por 45 sy un
paso de extensién final a 72 °C por 7 min. Los productos de PCR amplificados fueron
secuenciados bidireccionalmente usando el servicio de Macrogen, Korea
(http://macrogen.com/). Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos

de nucledtidos del GenBank utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1990).

5.2.2. Evaluacion de la capacidad probidtica

Los 10 aislamientos de levaduras seleccionados fueron evaluados a través de
pruebas in vitro para conocer su potencial probiotico. Las mismas se describen a

continuacion.

5.2.2.1. Caracterizacion fisiolégica de las levaduras seleccionadas

La capacidad de los 10 aislamientos de levaduras de crecer a diferentes pHs (3,
5y 6), concentraciones de NaCl (3; 6,5y 10 %) y temperaturas (10, 35y 40 °C), se
evaluo con el fin de caracterizarlas fisiolégicamente. Los ensayos se llevaron a cabo por
triplicado con cultivos inoculados en caldo HyL e incubados a 25 °C por 24 h parapH 'y
NaCl, y por 48 h para la prueba de temperatura, en aerobiosis. Luego de ese periodo,
se realiz6 el recuento de UFC por la técnica de drop plate (Herigstad et al., 2001) y se
midié la absorbancia a 600 nm en espectrofotometro (Perkin Elmer Lambda 265 PDA-
UV-VIS). Cada aislamiento se cultivé en HyL con pH 7, sin NaCl y a 25 °C, como control

para cada una de las condiciones estudiadas.

5.2.2.2. Ensayo de tolerancia osmética

Se evaluo la capacidad de los microorganismos de sobrevivir en condiciones de
alta concentracion de azucares: 30, 50 y 70 % p/v. Se inocularon 0,5 ml de cada cultivo
puro con 108 UFC/ml, por triplicado en tubos con caldo enriquecido con las distintas
concentraciones de jarabe y en tubos sin jarabe (control). Las muestras se incubaron a
25 °C en aerobiosis por 72 h. Luego de ese tiempo, se evalué el nimero de UFC de
cada cultivo por la técnica de drop plate y midiendo la absorbancia de las muestras a
600 nm.
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5.2.2.3. Cinética de crecimiento

Se determin6 por el método de turbidimetria, utilizando un espectrofotbmetro
TECAN M1000 (UV/VIS, fluorescencia y luminiscencia) y microplacas de 96 pocillos.
Con ese fin, para obtener cultivos puros activos se inocularon 0,5 ml de un cultivo de 24
h en 5 ml de medio HyL liquido y se incubaron a 25 °C por 24 h. Se diluyeron (1:20) en
agua destilada estéril (275 uL ADE y 15 pL cultivo por pocillo). Se midi6 la D.O inicial a
600 nm y se ajustd a 0,1. Se realizé la curva de crecimiento de cada cultivo midiendo a
600 nm cada 15 min durante 24 h. Posteriormente, se calcul6 el tiempo de duplicacion

y la tasa de crecimiento de cada microorganismo con las siguientes ecuaciones:

*Medida del numero de generaciones que ocurren por unidad de tiempo en un cultivo

exponencial (h?):
Tasa de crecimiento (u): p = (LN(Absi1) - LN(Absy)) / 0,25
*Tiempo que tarda una poblacién en duplicar el nimero de células (h):

Tiempo de duplicacion (g): g =LN(2) /

5.2.2.4. Evaluacion de la supervivencia posterior a la liofilizacion

Se realizé un conteo de las células viables previo a la liofilizacién y luego de 48
h de preservacion para determinar la supervivencia tras el proceso. Para ello, se
obtuvieron colonias puras en medio HyL y se inocularon en un criovial con 1 ml de
solucion lioprotectora de leche descremada en polvo al 10 % p/v. Se homogeneiz6
utilizando vértex. Luego, se llevaron los crioviales al liofilizador (Heto FD1.0). Tras 48 h
de realizada la liofilizacion, se adicionaron 2 ml de leche descremada en polvo al 10 %
a cada criovial. Se dej6 reposar 10 min a temperatura ambiente (23 = 2 °C) para lograr
una correcta hidratacion. Se realizaron diluciones decimales y se sembré por drop plate
en placas con medio de cultivo. Luego de la incubacién, se realiz6 el recuento de UFC

(recuento post- liofilizacion).

5.2.3. Caracterizaciéon de los metabolitos presentes en los sobrenadantes

microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Para determinar la naturaleza de los compuestos presentes en los SLC, se
obtuvieron cultivos liquidos puros de 24 h de cada aislamiento. Se centrifugaron a
15.000 rpm por 10 min a 4 °C y se filtraron utilizando un filtro de 0,22 ym (Sartorius).

Los sobrenadantes se transfirieron (540 ul) a un criovial estéril y se diluyeron con una
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solucion estandar de 5 mM DSS-d6 (Chenomx Inc., Edmonton Canada, 1S-2 Chenomx
Internal Standard—DSS-d6) y 0,1 % azida de sodio en 99% Oxido de deuterio (D20).
Las muestras se homogeneizaron y se mantuvieron a -20 °C hasta su posterior analisis
(Ganobis et al., 2020).

Las muestras se analizaron por RMN de la misma manera que se procedié con

los sobrenadantes bacterianos (Capitulo 4).

5.2.4. Analisis estadistico

El software utilizado, las transformaciones realizadas, asi como todos los analisis
estadisticos practicados fueron los mismos que se describieron previamente para las

bacterias (Capitulo 4).

5.3.  Resultados
5.3.1. Identificacion genotipica de las levaduras seleccionadas

La Tabla 5.1 presenta los resultados del analisis molecular para la
identificacion de las 10 cepas de levaduras aisladas del kéfir de agua que
presentaron mayor inhibicién frente a los patdégenos P. larvae y A. apis.
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Tabla 5.1. Identificacion genotipica de las 10 cepas de levaduras aisladas del kéfir
de agua y seleccionadas por su actividad antimicrobiana sobre Paenibacillus larvae

y Ascosphaera apis.

CEPA IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE  SIMILITUD (%)
MAYOR COINCIDENCIA / NUMERO
DE ACCESO AL GENBANK

LS1 Saccharomyces cerevisiae IFM40198/ 99,76
LC413770.1
Y1 Saccharomyces cerevisiae 99,76

CEN.PK113-7D/ CP046092.1

Y2 Saccharomyces uvarum CBS:2444/ 91,14
KY105230.1

LK2 Saccharomyces cerevisiae T63/ 97,10
CP008315.1

FAS Saccharomyces cerevisiae/ 99,10
CP046092.1

Y8 Saccharomyces cerevisiae LV06_ITS1/ 87,32
ON262409.1

LK3 Pichia kluyveri/f MN268784.1 98,25

BK1 Pichia kluyveri DBMY81/ KJ706300.1 90,36

Y4 Saccharomyces cerevisiae/ 98,70
MH608341.1

AS Saccharomyces cerevisiae CBS:2962/ 96,26
KY105051.1
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5.3.2. Evaluacién de la capacidad probiotica
5.3.2.1. Tolerancia a pH &cido

Se evaluo el efecto sobre cada cepa de levadura de distintos pH (3, 5, 6, control
7) luego de 24 h (Figura 5.4). En la mayoria de las cepas no se detectaron cambios en
el log UFC segun el pH del medio (Tabla 5.2). En los casos en que si hubo diferencias,

se observo una ligera reduccion del logaritmo de UFC al disminuir el pH.

pH
10,00 K]
Hs

6

M Control (7)
8,00

6,00

Log UFC

4,00

2,00

0.00

Ls1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8 LK3 BK1 Y4 AS

Figura 5.4. Tolerancia de las 10 cepas de levaduras a diferentes pH (3, 5, 6). Los

resultados estan expresados como la media del log de UFC a las 24 h para cada valor
de pH (control pH 7).
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Tabla 5.2. Comparacion del efecto del pH sobre las cepas de levaduras estudiadas a
las 24 h.

pH
LEVADURA

3 5 6 7 (Control)
LS1 - - - -
Y1 a* b b b
Y2 - - - -
LK2 - = - -
FAS - - - -
Y8 - - - -
LK3 b b b a
BK1 a b b b
Y4 - - - -

AS - - - -

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

- ANOVA no encontré diferencias estadisticamente significativas.

5.3.2.2. Resistencia a altas concentraciones de NaCl

Se evalué el comportamiento de las levaduras en cada concentracion de NacCl
(control 0 %, 3 %, 6,5 %, 10 %) luego de 24 h (Figura 5.5). Se encontraron diferencias
significativas entre las cepas en todos los tratamientos (Tabla 5.3). Se observé una
tendencia general (con distinta intensidad) a presentar un menor crecimiento a medida

que aumento la concentracion de NacCl.
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12,00 W300

M6 50
W10,00
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6,00

Log UFC

4,00

2,00
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Ls1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8 LK3 BK1 Y4 AS

Figura 5.5. Resistencia de las 10 cepas de levaduras a diferentes concentraciones
salinas (3 %, 6,5 %, 10 %). Los resultados estan expresados como la media del log de
UFC a las 24 h para cada concentracion de NaCl (control 0 %).
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Tabla 5.3. Comparacién del efecto de la concentracion de NaCl sobre las cepas de

levaduras estudiadas a las 24 h.

[NaCl] BROWN-
LEVADURA R ETTT TR = Tove~ FORSYTHE (SIG.)
LS1 a* b c c <0,01
%1 a ab b c el
v2 a b - — <0,05
LK2 a a b c et
FAS a b c c <0,01
Y8 ab abc be c <0.05
LK3 a a b c <0,01
BK1 a a a - <0.01
Y4 a b c d <001
AS = b c — <0,01

* Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)

— No sobrevivié

5.3.2.3. Crecimiento a diferentes temperaturas

Se compard el crecimiento de las levaduras, luego de 48 h, a las temperaturas
10 °C, 35 °C, 40 °C, con respecto a un control a 25 °C (Figura 5.6). No hubo diferencias
significativas entre las cepas a 10 °C (Brown-Forsythe, p=0,083), a 35 °C (Brown-
Forsythe, p=0,173) ni a 25 °C (control) (Brown-Forsythe, p=0,254). Todas las levaduras
presentaron un menor crecimiento a 10 °C, mientras que a 35 °C el crecimiento no se
diferencio respecto del control (25 °C). Sin embargo, solo sobrevivieron cinco levaduras
(LK2, LK3, BK1, Y4, AS) cuando se estudio el crecimiento a 40 °C.
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temp

12,00 M0
CTRL

M35

10,00 M40

Ls1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8 LK3 BK1 Y4 AS

Figura 5.6. Crecimiento de las 10 cepas de levaduras a diferentes temperaturas (10 °C,
35 °C, 40 °C). Los resultados estan expresados como la media del log de UFC a las 48
h para cada temperatura (control a 25 °C: CTRL).

5.3.2.4. Tolerancia osmética

Se evalud el efecto sobre las levaduras de distintas concentraciones de jarabe
(control 0 %, 30 %, 50 %, 70 %) a las 72 h de incubacion (Figura 5.7). En la mayoria de
las cepas, el control sin agregado de jarabe se diferenci6 del tratamiento de 30 %, pero
no de las concentraciones de 50 y 70 % (Tabla 5.4). En general, se registr6 una
disminucion estadisticamente significativa del crecimiento al aumentar la concentracion
osmatica.
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Jarabe
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LS1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8

Figura 5.7. Tolerancia de las 10 cepas de levaduras a diferentes concentraciones de

50
w70

Log UFC

LK3 BK1 Y4 AS

jarabe (30 %, 50 %, 70 %). Los resultados estan expresados como la media del log de
UFC a las 72 h para cada concentracion (control O %).
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Tabla 5.4. Comparacion del efecto de la concentracion de jarabe sobre las cepas de

levaduras estudiadas a las 72 h.

JARABE (%) BROWN-
FEVARIRA 0 (Control) 30 50 70 FORSYTHE
(SIG.)
LS1 b* a a ab <0,05
Y1 b a a a <0,01
Y2 b a ab ab +
LK2 b a ab ab <0,05
FAS - - - - 0,05
Y8 - - - - 0,06
LK3 - - - - 0,08
BK1 - - - - 0,11
Y4 b a ab a <0,05
AS - - - - 0,21

*Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)
- ANOVA de Brown-Forsythe no encontr6 diferencias estadisticamente significativas.

+ Prueba de Brown-Forsythe no se pudo realizar porque, como minimo, un grupo tiene

una varianza 0.

5.3.2.5. Cinética de crecimiento

Se evalud la cinética de crecimiento de las levaduras en condiciones normales
(pH 7, temperatura 25 °C, sin agregado de NaCl ni de jarabe) durante 24 h. Todas las
cepas presentaron la curva de crecimiento caracteristica de un microorganismo, es
decir, una primera fase de latencia, seguida de una fase exponencial, estacionaria, v,
finalmente, una fase de muerte (Figura 5.8). El tiempo de duplicacion varié entre un
minimo de 2,88 h y un de maximo de 5,25 h y la tasa de crecimiento entre 0,14 h'ly
0,23 h* (Tabla 5.5).
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Figura 5.8. Curva de crecimiento de las 10 cepas de levaduras aisladas de kéfir. Se
observa una fase inicial de latencia seguida de una fase exponencial, fase estacionaria

y fase de muerte.

Tabla 5.5. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de las 10 cepas de levaduras

aisladas del kéfir de agua.

LEVADURA

LS1 Y1 Y2 LK2 FAs Y8 LK3 BK1 Y4 AS

Tasa de 0,27 0,19 0,23 0,20 0,20 0,21 0,20 0,14 0,23 0,17

crecimiento (h?)

Tiempo de 3,98 3,50 2,88 3,30 3,20 3,12 3,20 5,25 2,96 3,72

duplicacion (h)

5.3.2.6. Supervivencia posterior a la liofilizacion

La Tabla 5.6 resume la supervivencia de las levaduras tras la liofilizacion. Las
cepas LS1, Y1, LK2, Y8, LK3, BK1, Y4 presentaron una disminucion en el nimero de
UFC luego del proceso (Prueba t para muestras apareadas, p<0,01). Mientras que Y2,
FAs, AS no presentaron cambios significativos en su crecimiento después de ser

liofilizadas.
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Tabla 5.6. Supervivencia al proceso de liofilizaciébn de las 10 cepas de levaduras

aisladas de kéfir de agua.

Log UFC/mI antes

Log UFC/ml después

Reduccion del

LEVADURA de liofilizacion de liofilizacion Log UFC/m
ST 8,00 % 0,04 7342007 0.75
v1 7,44 % 0,05 7,11 + 0,07 0,33
v2 7,28+ 0,08 7,25 + 0,04 0,03
LK2 6,90 + 0,03 6,38 + 0,03 0,52
FAS 7,33+ 0,02 7,38 + 0,05 0,05
v8 7,01 + 0,02 6,22 + 0,07 0,79
LK3 7,41 0,04 6,99 + 0,05 0,42
BK1 742 +0,19 7,08 + 0,04 0,34
v4 7,56 + 0,02 7,20 + 0,04 0,36
AS 7,31 £ 0,07 7,32 + 0,09 0,02

* Cada dato es el promedio de tres repeticiones + desvio estandar.

* Los valores de la columna ‘Log UFC/ml después de liofilizacién’ se obtuvieron luego

de la rehidratacion hasta su volumen original.

5.3.3. Caracterizacién de los metabolitos presentes en los sobrenadantes

microbianos por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

El andlisis metabolémico de los SLC de las 10 levaduras seleccionadas (Figura
5.9) permiti6 conocer 207 compuestos diferentes producidos por las mismas. Los
metabolitos antimicrobianos identificados incluyeron etanol, isovalerato, lactato y
fenilalanina. El etanol fue el compuesto mas abundante, con una concentracion maxima
de 186,03 mM. De acuerdo con el analisis de componentes principales, se observé que
cepas con mucho contenido de etanol, tuvieron bajos niveles de fenilalanina, y
viceversa. La cepa BK1 fue la Unica capaz de producir acido 2-hidroxiisocaproico,
arabitol y prolina, mientras que solamente LS1 produjo arginina. Por su parte, los
sobrenadantes de las cepas FAs y BK1 presentaron alto contenido de etanol; Y1y LS1
gran contenido de fenilalanina. Finalmente, los sobrenadantes de las cepas Y4 y LK3

mostraron altos niveles de isovalerato y también gran contenido de lactato (Figura 5.10).
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Figura 5.9. Espectros de los sobrenadantes libres de células de las 10 levaduras estudiadas obtenidos a través de la Espectroscopia de

Resonancia Magnética Nuclear.
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Figura 5.10. Analisis de componentes principales (CP1=40,9 %, CP2=37,3 %) de los
metabolitos antimicrobianos identificados por RMN en los sobrenadantes de levaduras

con potencial probiético aisladas de kéfir de agua.

5.4. Discusidn

Al evaluar un microrganismo para ser seleccionado como probidtico se deben
tener en cuenta tanto sus propiedades funcionales como tecnoldgicas (Staniszewski y
Kordowska-Wiater, 2021). Esta ultimas son Utiles a la hora de elegir un candidato e
incluyen la produccion de grandes cantidades de biomasa y la resistencia a procesos
de conservacion, como la liofilizacién (Libudzisz, 2002). En este capitulo de tesis se
estudiaron las 10 levaduras aisladas de kéfir de agua y seleccionadas por su capacidad
antimicrobiana frente a patégenos apicolas (Capitulo 3), con el fin de determinar si eran
capaces de sobrevivir bajo las condiciones propias de las abejas meliferas y de las
colmenas. Los aislamientos se caracterizaron genéticamente y fisiolégicamente a través
de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de NaCl
(3; 6,5y 10 %), temperaturas (10, 35y 40 °C) y altas concentraciones de azucar (30, 50
y 70 %).

De acuerdo con la caracterizacion genotipica, siete de las 10 levaduras aisladas
del kéfir de agua fueron identificadas como Saccharomyces cerevisiae. Esta es la

especie de levadura mas prevalente en el kéfir de agua (Laureys y De Vuyst 2014;

110



Syrokou et al., 2019). S. cerevisiae es responsable de la presencia del etanol en el kéfir
debido a su metabolismo de fermentacion alcohdlica. Esto también reduce la
concentracion de &cido lactico y contribuye a las caracteristicas organolépticas del
producto obtenido (Magalhaes et al., 2010). Asi mismo, una levadura fue identificada
como Saccharomyces uvarum. A diferencia de S. cerevisiae, esta especie produce
menos cantidad de &cido acético, mayores niveles de glicerol y acido succinico y
sintetiza acido malico. Ademas, se caracteriza por una mayor capacidad de liberar
compuestos aromaticos deseables (Rainieri et al., 1999). Adicionalmente, se
identificaron dos levaduras como Pichia kluyveri. Dentro de este género, P. kluyveri es
la especie mas estudiada debido a su utilizacion en la produccion de vino. Su
metabolismo permite aumentar la presencia de compuestos aromaticos como ésteres 'y
tioles, contribuyendo al aroma del producto (Vicente et al., 2021). Esta especie no ha
sido reportada en el kéfir de agua, pero si en un estudio llevado a cabo con muestras
de kéfir de leche de diferentes partes del mundo (Ding et al., 2022).

La mayoria de los probioticos son consumidos oralmente para alcanzar el tracto
gastrointestinal. Esto implica que se deba evaluar la resistencia del potencial probiético
a las condiciones ambientales del tubo digestivo (McFarland, 2015). La simulacién de la
digestion en condiciones in vitro implica someter a los microorganismos a un medio con
sales y el agregado de acido para disminuir el pH (Saito et al., 2014). La supervivencia
de las cepas en el tracto gastrointestinal es fundamental para que puedan colonizar el
intestino y llevar a cabo un efecto beneficioso en el hospedador (Sica, 2013). Las 10
levaduras sobrevivieron a los tres pHs a los que fueron sometidas. En términos
generales, el menor crecimiento se produjo a pH 3 y presentaron buenos niveles de
crecimiento a pHs 5y 6, lo cual es importante ya que estos son los valores de acidez

que se miden cuando se estudia el tubo digestivo de la abeja (Crane, 1990).

En cuanto a la tolerancia a NaCl, las cepas presentaron un menor crecimiento a
medida que aumentaron los niveles de NaCl, y un 40 % de las levaduras no sobrevivi
a la elevada concentracion de 10 % NaCl. De manera similar a estos resultados, Diosma
et al. (2013) identificaron cuatro especies de levaduras en el kéfir, incluyendo S.
cerevisiae, y seleccionaron 13 cepas en base a su resistencia al bajo pH y sales biliares.
Lima et al. (2017) obtuvieron cepas de S. cerevisiae del kéfir que mostraron buenas
propiedades probiodticas, incluyendo resistencia a las condiciones de digestion in vitro.
La supervivencia a altas concentraciones de NaCl permitié evaluar la capacidad de las

levaduras a tolerar condiciones adversas, requisito fundamental para un probidtico.

El crecimiento de las levaduras a distintas temperaturas fue evaluado y se

observé que a 10 °C presentaron el menor ndmero, con respecto al control a 25 °C.

111



Unicamente cinco levaduras sobrevivieron a 40 °C. Mientras que todas las cepas
crecieron adecuadamente a 35 °C. La capacidad de crecer a la temperatura a la que
sera expuesto el microorganismo es fundamental a la hora de seleccionar un potencial
probidtico. En este caso, una buena supervivencia a 35 °C es lo que se necesita ya que
la levadura serd incorporada al alimento de las abejas en las colmenas, vy, en el interior

de estas, la temperatura se mantiene constante entre los 34 y 35 °C (Crane, 1990).

Luego de la cosecha de miel, o en tiempos de escasez de alimentos, los
apicultores suplementan las colonias con carbohidratos. Esto se logra alimentando con
una solucion de sacarosa, jarabe de alta fructosa o jarabes de frutas (Neupane y Thapa,
2005). El jarabe es consumido por las abejas y los carbohidratos son integrados al flujo
de alimento de la colonia y transportado a los panales de almacenamiento (DeGrandi-
Hoffmann y Hagler, 2000). Teniendo en cuenta que el probiético podria ser incorporado
al jarabe con el cual se suplementan las colmenas, se analiz6 la tolerancia osmética de
las levaduras seleccionadas para evaluar si podian resistir una alta concentracion de
azlcares. Las cepas presentaron el mismo crecimiento en el medio sin agregado de
aztcar y con una concentraciéon del 30 %. Si bien su numero disminuyé a
concentraciones mayores de jarabe (50 y 70 %), esto no es una limitacion ya que los
jarabes utilizados como sustitutos no superan el 66 % de azlcares (Moja et al., 2022).

Las 10 cepas de levaduras presentaron un buen crecimiento en medio HyL y la
fase exponencial se extendi6 entre las 5y 12 h de crecimiento. De manera similar, Ortiz
et al. (2008) evaluaron la cinética de dos cepas de S. cerevisiae y obtuvieron la mayor
produccién de biomasa durante las primeras 8 h, seguida de una fase de
desaceleracién. Los recuentos de UFC alcanzados por todas las cepas fueron
adecuados ya que un minimo de 10° UFC/ml es el que deben alcanzar para ser
utilizadas como probidticos (White y Hekmat, 2018). Debido a que la viabilidad del
microorganismo es clave para ejercer beneficios para la salud, algunos investigadores
sugieren aumentar esta dosis a niveles de 10" UFC/ml (Staniszewski y Kordowska-
Wiater, 2021).

En cuanto al proceso de liofilizacion, en esta tesis todas las levaduras
sobrevivieron, pero soélo tres aislamientos no presentaron una disminuciéon en el nimero
luego del proceso. De manera similar, Bolla et al. (2011) utilizaron leche
ultrapasteurizada como crioprotector durante la liofilizacion y obtuvieron altos valores de
supervivencia de bacterias y levaduras aisladas del kéfir. Estos resultados demuestran
que la liofilizacién es un método adecuado para preservar levaduras ya que no altera
sus propiedades y las mismas se pueden rehidratar y recuperar facilmente. El uso de

crioprotectores, como azucares o proteinas de la leche, permite minimizar o evitar dafios
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en las células, ya que previenen la formacion de cristales de hielo (Alvarado, 1979).

Uno de los principales mecanismos de accion de los probiéticos es producir
sustancias antimicrobianas (Pais et al., 2020). Doscientos siete compuestos diferentes
fueron producidos por las 10 levaduras aisladas y estudiadas en esta tesis. Es
interesante destacar que ciertos compuestos fueron producidos por dos cepas

Unicamente. Estos casos se describen a continuacion.

La cepa Pichia kluyveri (BK1) fue la tnica en producir &cido 2-hidroxiisocaproico,
arabitol y prolina. El 4cido 2-hidroxiisocaproico es un metabolito del aminoacido leucina
con actividad fungicida (Sakko et al., 2013). También inhibe la formacion de biofiims
producidos por microorganismos. Esto ha sido reportado por Leska et al. (2022) quienes
estudiaron la capacidad de adhesion de bacterias lacticas y la eliminacion de biofilms
de patdégenos que afectan a las abejas meliferas. Este &cido inhibi6 la formacion de
biopeliculas, lo cual puede contribuir a aumentar la viabilidad de las colonias y mejorar
las condiciones en los apiarios. Por su parte, el arabitol es uno de los componentes del
néctar de algunas especies de plantas, por ejemplo, del cerezo, el cual es
particularmente atractivo para las abejas. En su composicion, los azlcares mas
abundantes son la fructosa, glucosa y sacarosa. Mientras que arabinosa, ramnosa,
maltosa y alcoholes como glicerol, manitol y arabitol se encuentran en menores
cantidades (AkSi¢ et al., 2020). Por ultimo, la prolina es una fuente de energia para la
sintesis de proteinas en los invertebrados (Osanai y Yonezawa, 1986). Este aminoacido
cumple un rol importante en el metabolismo del vuelo en los insectos (Bursell et al.,
1974) y se ha reportado que una alta concentracion de L-prolina en el pan de polen tiene
un efecto fagoestimulante en la dieta de las abejas (Degrandi-Hoffman et al., 2013).
Darvishzadeh et al. (2015) determinaron la potencialidad del uso de L-prolina en la
alimentacién de las abejas obreras en condiciones de laboratorio para el desarrollo de
las glandulas hipofaringeas. Sus resultados demostraron que L-prolina aumenté el
didmetro de los acinos de las mencionadas glandulas y el consumo de jarabe por parte
de las abejas. En otro estudio, Noor-ul-Ane y Jung (2022) evaluaron el rol de la prolina,
acido glutdmico y sorbitol en la cria in vitro de las abejas. La suplementacién con prolina
ayudo al rapido desarrollo de las larvas y pupas, y también aumenté el peso de las pupas

y abejas adultas alimentadas con las dietas suplementadas con este aminoacido.

Unicamente la cepa Saccharomyces cerevisiae (LS1) produjo arginina. Este
compuesto es importante, por un lado, desde el punto de vista de su produccién por
parte de las levaduras ya que se ha reportado que la arginina ejerce un efecto
crioprotector sobre las células de estas. Es almacenado en las vacuolas, lo cual sugiere

gue esta acumulacion seria importante en la resistencia de las células de levaduras
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frente a la congelacién (Morita et al., 2002). Por otro lado, desde la perspectiva de las
abejas, es importante ya que L-arginina es el precursor del 6xido nitrico. Este acido,
junto con el acido abscisico, cumple funciones en la defensa de las abejas. Se ha
demostrado que la suplementacion in vitro de la dieta de larvas de abejas con L-arginina
mejora la activacion del sistema inmune de los granulocitos en respuesta a heridas
causadas por patégenos. Si un patdgeno traspasa las barreras fisicas y quimicas, las
abejas meliferas pueden protegerse de la infeccion con respuestas inmunitarias
celulares y humorales que representan una segunda linea de defensa (Negri et al., 2013;
Negri et al., 2017).

La produccion de compuestos antimicrobianos, asi como la actividad inhibitoria
sobre patdgenos y la supervivencia a diferentes pruebas de tolerancia in vitro, convierte
a las levaduras evaluadas en excelentes candidatos a ser utilizados como probioticos.
En base a los resultados obtenidos en el laboratorio se seleccionaron tres cepas (FAs,
Y8, y LK3) con potencial para ser utilizadas como probiéticos en el suplemento
nutricional destinado a la alimentacion de las abejas (Capitulo 6).

Conclusiones

A partir de la caracterizacién genotipica, las levaduras aisladas del
kéfir de agua fueron identificadas como pertenecientes a los géneros

Saccharomyces y Pichia.

e Las 10 cepas de levaduras sobrevivieron a las pruebas in vitro a las
que fueron sometidas: tolerancia a pH acido, resistencia a altas
concentraciones de NaCl, crecimiento a distintas temperaturas y

tolerancia osmotica.

e Las 10 cepas de levaduras presentaron una adecuada cinética de
crecimiento y supervivencia posterior a la liofilizacion, propiedades

importantes para un probidtico.

¢ Mediante Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 1H
(1H-RMN), en los sobrenadantes libres de células de las levaduras se

detectaron un total de 207 compuestos diferentes.

¢ Enlos sobrenadantes de las levaduras se identificaron los compuestos
antimicrobianos etanol, isovalerato, lactato y fenilalanina. El etanol fue
el metabolito mas abundante presente en los sobrenadantes de las

levaduras.

114



e Las cepas de levaduras FAs, Y8, y LK3 fueron seleccionadas como
potenciales probidticos para ser incorporados al suplemento
nutricional destinado a las abejas en los ensayos de campo que se

describiran en el Capitulo 6.
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Capitulo 6: Evaluacién a campo de un producto nutricional elaborado con

microorganismos probidticos aislados de kéfir de agua

6.1. Introduccion

Las abejas meliferas (Apis mellifera) requieren en gran medida de diversos
recursos florales para nutrirse. En circunstancias naturales, estos les proveen de
macronutrientes, es decir, proteinas, carbohidratos y acidos grasos, y micronutrientes
como vitaminas y minerales, que les permiten satisfacer sus requerimientos
nutricionales. Una nutricion deficiente puede provocar que las abejas sean mas
susceptibles a factores como la toxicidad de los pesticidas y el ataque de patégenos (Di
Pasquale et al., 2013). En las ultimas décadas, las abejas, los insectos polinizadores
mas importantes, han sufrido una gran disminucion en su poblacién a nivel mundial
debido a la falta de nutrientes provocada por la pérdida de habitats (Goulson et al.,
2015).

La pérdida de habitats, consecuencia principal de los monocultivos, redujo
drasticamente la diversidad vegetal en todo el mundo, lo que se traduce en que las
abejas disponen de menos fuentes de polen para su sustento y, por lo tanto, consumen
una menor variedad de nutrientes (Banerjee et al., 2018). Adicionalmente, una gran
cantidad de enfermedades causadas por parasitos y patdgenos pueden impactar en la
supervivencia de las abejas. Desde el punto de vista microbiolégico, los principales
organismos implicados en la pérdida de las colonias incluyen a bacterias (Paenibacillus
larvae, Melissococcus plutonius), hongos (Ascosphaera apis, Nosema ceranae) y virus
(Hristov et al., 2020).

El uso indiscriminado de antibidticos en apicultura para el control de patégenos
puede llevar a la aparicion de organismos resistentes, asi como contaminar la miel y
otros productos apicolas. Ademas, afecta el metabolismo y la inmunidad de las abejas
y puede tener efectos negativos en su microbiota. Todo esto influye en el estado general
de la colonia, ya que los microorganismos de las abejas sanas son fundamentales para
la regulacion del sistema inmune, el crecimiento y el desarrollo (Harriet et al., 2017). Es
por ello que asegurar una correcta nutricion es fundamental para lograr una apicultura
sustentable. En este contexto, es necesario recurrir a alternativas naturales para
controlar enfermedades. Entre ellas, se puede mencionar el uso de aceites esenciales
(Albo et al., 2016), fitomoléculas como &cido abscisico (Szawarski et al., 2019), acido
indolacético y acido giberélico, metabolitos secundarios de acidos (Szawarski et al.,

2020), prebidticos como eugenol, quitosano y naringenina (Klassen et al., 2021) y la

116



suplementacién con probiéticos (Daisley, 2021). Los probiéticos representan un
complemento o alternativa a los antibidticos que pueden ser aplicados en las colonias

para prevenir y controlar enfermedades (Maruscakova et al., 2020).

Los probidticos se obtienen, en la mayoria de los casos, del intestino de las
abejas, del polen fresco, del pan de polen y de las larvas de abejas (Dietemann et al.,
2012; Lamei et al., 2020). Sin embargo, existen otras fuentes innovadoras que pueden
ser estudiadas. Entre ellas, el kéfir representa una opciéon natural del cual pueden
aislarse potenciales cepas probiéticas (Nejati et al., 2020) que podrian ser utilizadas
COmo una estrategia en apicultura. Si bien la nutricién artificial de colmenas es tema de
estudio a nivel mundial y en Argentina existen antecedentes en el estudio de probidticos
en apicultura (Audisio y Benitez-Ahrendts, 2011; Audisio et al., 2012; Audisio, 2016), los
suplementos para abejas en el mercado interno argentino no incorporan
microorganismos. Por otro lado, existen suplementos nutricionales con probiéticos
aislados de kéfir de agua en produccion animal pero no en nuestro pais. Por ejemplo,
en Espafia se utiliza comercialmente el kéfir y productos derivados del mismo para
alimentacién en ganaderia (https://www.aspenat.es/caribou/).

La aceptacion o preferencia de las abejas por un tipo de alimento es una variable
gue indica la propiedad de este de ser agradable al gusto de un individuo. Es decir, es
la medida en la que un alimento es sabroso o atractivo para ser consumido (Sola-Oriol
et al.,, 2012). Los insectos reconocen el alimento a través de una combinacién de
respuestas conductuales, mecanismos sensoriales y la percepcion de olores. Su
sistema sensorial se basa en sefiales visuales, olfativas y gustativas (Borkakati et al.,
2019). Se ha establecido que las abejas meliferas muestran una preferencia por las
fuentes de polen ricas tanto en proteinas como en lipidos. También considerarian el

valor nutricional al elegir el alimento (Ghosh et al., 2020).

La administracién del producto nutricional a las abejas en las colmenas permite
evaluar la eficacia del suplemento contra patégenos y el impacto en la fortaleza de las
colonias. Esto se logra mediante el registro de variables como el peso promedio de las
abejas, nimero de celdas del panal con cria y abejas adultas, larvas con sintomas de
enfermedad y la cantidad de miel y polen en la colmena. También, se pueden analizar
las variables nutricionales de cuerpos grasos y contenido lipidico, dos parametros
asociados con el estatus nutricional de las abejas individuales (Ament et al., 2011). Los
cuerpos grasos (Figura 6.1.) son el principal sitio de depésito de lipidos y de proteinas,
almacenan nutrientes y es donde se sintetizan proteinas como la vitelogenina y distintos
péptidos antimicrobianos (Ament et al., 2011; Wilson-Rich et al., 2008). La vitelogenina

esta implicada en la organizacion social de las abejas y en la resistencia al estrés
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oxidativo (Wheeler y Kawooya, 1990). Los péptidos antimicrobianos son un componente
esencial en la inmunidad innata de los insectos, protegiéndolos de la invasion frente a
patdgenos. Entre ellos se destacan apidaecina, abaecina, defensina e himenoptaecina
(Casteels et al., 1993). Los probidticos ayudan a aumentar la expresion de los genes y
el nivel de transcripcion de los mencionados péptidos antimicrobianos (Smriti et al.,
2024). La dosis, el tiempo, la duracion de la administracion y el nimero de cepas
probidticas pueden influir en la eficacia de los tratamientos. En este sentido, es
necesario contar con guias y protocolos para estandarizar el uso de probidticos en
apicultura (Alberoni et al., 2016; Chmiel et al., 2021).

Vista lateral (izquierda)

Principal sitio de depdsito de
cuerpos grasos

Figura 6.1. Esquema del cuerpo de una abeja donde se visualizan los cuerpos grasos.
La parte inferior del metasoma (region abdominal) de la abeja adulta es el area donde
predomina el tejido corporal graso, justo debajo de la cuticula. tgl a 7: tergitos. (Tomado
de Ramsey et al., 2019)

Para finalizar esta tesis se desarroll6 un suplemento nutricional incorporando los
microorganismos con potencial probittico evaluados y seleccionados durante los
ensayos realizados en el laboratorio (Capitulos 3, 4 y 5). El objetivo fue alimentar a las
abejas con este suplemento probi6tico y evaluar su preferencia a través de ensayos a

campo para contribuir a mitigar los actuales problemas nutricionales de la colonia.
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Objetivos especificos

1. Desarrollar un suplemento nutricional con un probiético para ser
administrado a las abejas en las colmenas.

2. Determinar la preferencia del nuevo suplemento formulado a través de
ensayos a campo.

3. Analizar la condicién nutricional de abejas y de pupas alimentadas con
suplementos modificados mediante la incorporacion de un

microorganismo probibtico.

6.2. Materiales y Métodos
6.2.1. Descripcion de los microorganismos probioticos seleccionados

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de actividad inhibitoria
in vitro frente a los patégenos P. larvae y A. apis (Capitulo 3) y a las pruebas de
evaluaciéon del potencial probidtico (Capitulos 4 y 5), se seleccionaron dos

microorganismos para ser incorporados en el suplemento alimenticio.

De todas las bacterias anaerobias, se eligié a Lacticaseibacillus paracasei (B2).
Esta es una bacteria Gram positiva, catalasa-negativa, oxidasa-negativa, no reductora
de nitrato, fermentadora de glucosa sin produccion de CO.y capaz de fermentar lactosa.
En el ensayo de difusién por pozo en agar presento la mayor actividad inhibitoria sobre
P. larvae. No result6 téxica para las larvas cuando fue incorporada a su dieta en el
ensayo de cria de larvas en el laboratorio. Respecto a las pruebas probidticas,
sobrevivié a todas las condiciones de estrés a las que fue sometida, es decir, distintos
pH, concentracién de NaCl y osmolaridad. Creci6 a 10 °C y a 25 °C, pero no lo hizo a
40 °C. Finalmente, en el SLC, se detecté una alta concentracion del metabolito
antimicrobiano acetato, como también de fenilalanina, N-Carbamoil-B-alanina y

acetoina.

Entre las levaduras evaluadas se selecciond la cepa Saccharomyces cerevisiae
(FAs). Es catalasa y oxidasa positiva, no reductora de nitrato y no fermentadora de
lactosa. En el ensayo de difusion por pozo en agar, tuvo un fuerte efecto inhibitorio sobre
P. larvae y present6 buena inhibicion frente a A. apis. El sobrenadante incorporado a la
dieta de las larvas no result6 téxico en ensayos de laboratorio. De todas las cepas,
mostré las mejores propiedades probibéticas, es decir, mayor supervivencia frente a las
condiciones a los que fueron expuestas (acidez, altas concentraciones de NacCl,
diferentes temperaturas y alta presion osmatica). EI SLC presentd un alto contenido de

etanol y de otros compuestos antimicrobianos como isovalerato, lactato y fenilalanina.
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6.2.2. Preparacion del suplemento con un probiético en el laboratorio

La bacteria se hizo crecer en caldo MRS en condiciones de anaerobiosis a 35 °C
y la levadura se cultivd en medio HyL en aerobiosis a 25 °C, hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento (D.Oe0o= 0,2 a 0,9 para la bacteria, D.Ospo= 0,1 a 0,4 para la
levadura). Ademas, se prepararon SLC de cada microorganismo. Para ello, los cultivos
puros de 24 h se centrifugaron a 15.000 rpm por 10 min (Hanil modelo combo 514R) y
los sobrenadantes obtenidos se filtraron dos veces con un filtro cuyo tamafio de poro

fue de 0,22 um (Sartorius).

El suplemento nutricional se preparé a partir de uno comercial de una
cooperativa apicola de Argentina (torta), el cual es un sustituto de polen que posee un
alto y balanceado contenido de lipidos y de proteinas. Se trabaj6é con cuatro grupos y/o

tratamientos:
1. Grupo control (J1): torta estandar (170 g),

2. Grupo vehiculo (J2): torta estandar con el agregado de 35 ml de medio de
cultivo MRS/HyL estéril,

3. Grupo sobrenadante (J3): torta estandar con el agregado de 35 ml del
sobrenadante libre de células del potencial probidtico,

4. Grupo probiotico (J4): torta estandar con el agregado de 35 ml del cultivo
liquido del potencial probidtico.

Para la preparacion de los suplementos, las tortas comerciales se colocaron en
un recipiente, se mezclaron y se amas6 hasta lograr una consistencia homogénea.
Luego, esta masa se separé en cuatro recipientes, uno por tratamiento, y a cada uno de
ellos (excepto al control J1) se incorporé el medio de cultivo (J2), sobrenadante (J3) o
cultivo microbiano (J4), segun correspondiera. Finalmente, quedaron tortas de 170 g

cada unay se colocaron entre dos hojas de papel manteca (30 cm x 45 cm) (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Suplemento nutricional para alimentar abejas preparado a partir de uno

comercial.

6.2.3. Ensayos de preferencia a campo en las colmenas

Se realizaron dos ensayos de preferencia a campo en las colmenas del apiario
experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (Bahia
Blanca, Argentina). El primero se llevd adelante en el mes de octubre de 2023 con el
agregado de la cepa de la bacteria elegida como potencial probiético (B2) en los
tratamientos correspondientes. En el mes de noviembre del mismo afio, se realiz6 el
segundo ensayo en el cual se estudio la preferencia trabajando con la cepa de levadura
seleccionada (FAs).

Se trabaj6 con 10 colmenas Langstroth con cuatro cuadros de cria y dos de miel.
Siete colmenas fueron alimentadas una vez por semana, durante cuatro semanas
(cuatro bloques) con cada uno de los grupos de suplemento nutricional descriptos en el
punto 6.2.2. Estas tortas se colocaron encima de los cabezales de los cuadros de la
camara de cria. Cada semana, al retirar las tortas de un bloque y comenzar el siguiente,
el orden de las tortas sobre los cuadros se modificd, girando en el sentido de las agujas
del reloj (Figura 6.3). Tres colmenas sirvieron como control, por lo cual no fueron

suplementadas con ningun tratamiento alimenticio.
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Figura 6.3. Colmena del ensayo de preferencia con las tortas de los cuatro
grupos/tratamientos: Grupo control (J1), Grupo vehiculo (J2), Grupo sobrenadante (J3)
y Grupo probiotico (J4). La flecha azul indica el cambio de ubicacién, en sentido de las
agujas del reloj, de los tratamientos cada semana.

Con el objetivo de evaluar la preferencia de las abejas por cada uno de los
tratamientos se realizo un registro del consumo de los suplementos (Figura 6.4). Para
ello, a los dos y cuatro dias de iniciado el ensayo, se pesaron las tortas de las colmenas
utilizando una balanza (Kern EMB 2000-2) y se colocaron nuevamente en las colmenas.
Al finalizar cada bloque del ensayo, luego de siete dias, las tortas remanentes se
retiraron y se pesaron para evaluar cuél de los tratamientos habia sido mas consumido
por las abejas. Adicionalmente, se recolectaron abejas adultas y abejas a punto de
emerger, el primer y el dltimo dia del ensayo, luego de un mes, para analizar las

variables de cuerpos grasos en abejas adultas y contenido lipidico en pupas.
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Figura 6.4. Evaluaciéon del consumo de los suplementos nutricionales en la colmena:

registro del peso de las tortas en una balanza luego de siete dias.

6.2.4. Evaluacién de la condicién nutricional de abejas adultas y pupas
6.2.4.1. Abejas adultas

La medicion de los cuerpos grasos en abejas adultas se analiz6 segun Wilson
Rich et al. (2008) y De Piano et al. (2020) con modificaciones. Se trabajo con un pool de
25 abejas adultas, se seccionaron sus abdémenes y se los dejé secar a temperatura
constante de 35 °C durante tres dias. Al tercer dia, se pesé el conjunto de los 25
abdomenes y se registré el peso exacto. Luego, se hizo un lavado en éter etilico en un
volumen aproximado de entre 5y 10 ml, de modo que el éter cubriera completamente
los abdomenes, durante 24 h para disolver la grasa. Se transfirieron a nuevos tubos
limpios y se los dejo secar nuevamente a 35 °C durante tres dias. Posteriormente, se
registré6 nuevamente el peso exacto. La grasa corporal se calculé como el porcentaje de
cambio en el peso abdominal después del lavado con éter etilico y/o como el cambio en
el peso abdominal (diferencia) después del lavado con éter.

6.2.4.2. Pupas de abejas

Al inicio y al final del ensayo, se recolectaron aproximadamente 25 pupas de
abejas obreras en estado ojo violeta (proximas a emerger) y se las conservé en freezer
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a -20 °C. Se trabaj6 con cinco pupas elegidas al azar por colmena, se las coloco en
placas de Petriy se las llevd a estufa a 60 °C por 24 h. A continuacion, se colocaron las
placas con las pupas deshidratadas en un desecador y se registro el peso seco de cada
pupa (peso pre-Goldfish) individualmente y se colocé cada una en un sobre de papel de
filtro. Los mismos se introdujeron en un equipo Goldfish con el fin de determinar el
contenido graso, utilizando hexano como solvente de extraccion por 6 h. Se retiraron los
sobres y se llevaron nuevamente a estufa a 60 °C por 24 h. Finalmente, se registro el
peso seco de cada pupa (peso post-Goldfish) y se comparé con el inicial. A continuacioén,

se calculd el porcentaje de lipidos con la siguiente ecuacion:

% lipidos = (peso pre-Goldfish — peso post-Goldfish) / peso pre-Goldfish

6.2.5. Supervivencia del microorganismo probiético en el suplemento nutricional

desarrollado

Con el objetivo de conocer el numero de UFC de cada microorganismo en el
grupo J4, el dia del inicio del bloque/semana se realiz6 el recuento de UFC en placa.
Para esto, 1 g de torta se homogeneiz6 en 9 ml de agua peptonada estéril, se prepararon
diluciones decimales y se sembraron 100 pl por diseminacion en superficie en medio
MRS (bacteria) y medio HyL (levadura). Las placas se incubaron a 35 °C en
anaerobiosis para la bacteria y a 25 °C en aerobiosis en el caso de la levadura. De la
misma manera, luego de siete dias en las colmenas, en cada bloque, se realizé el
recuento en placa de UFC de las tortas J4 de dos colmenas al azar, para conocer si el
microorganismo habia sobrevivido en el suplemento y en la colmena. Estos recuentos
se repitieron cuatro veces: el dia 1 de cada bloque (inicio de semana) y luego de los

siete dias en los cuales las tortas J4 estuvieron en condiciones de campo.

6.2.6. Analisis estadistico

Para analizar los datos de los ensayos de preferencia se aplicaron modelos
mixtos generalizados, ya que no siguieron una distribucion normal ni presentaron
homocedasticidad. Luego, se compararon los modelos estimados y se eligié el que
mejor ajuste presenté de acuerdo con la prueba de criterio de informacion de Akaike
(AIC). Para los andlisis de supervivencia de los probiéticos y las variables medidas en
abejas, se realiz6 la prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales. Se

comparo6 el logaritmo de UFC al inicio y al final del ensayo (analisis de supervivencia) y
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el contenido lipidico en abejas adultas y pupas al inicio y al final del ensayo (variables
en abejas). Para los analisis previamente descriptos, se utilizé el software Infostat (Di
Rienzo et al., 2008) y SPSS.

6.3. Resultados
6.3.1. Evaluacion de la preferencia de las abejas por los tratamientos
6.3.1.1. Ensayo con la bacteria probidtica

Luego de siete dias, en cada bloque, se compar6 el consumo promedio de cada
uno de los cuatro tipos de tratamientos/tortas. De acuerdo con la exploracion de modelos
estimados, el modelo que mejor ajuste present6 fue cuando la heterocedasticidad se
debi6 a las colmenas. El tratamiento J2 (medio de cultivo) present6é diferencias
estadisticamente significativas (Prueba LSD Fisher, p<0,05) respecto a los otros
tratamientos, siendo el suplemento menos consumido por parte de las abejas.

6.3.1.2. Ensayo con lalevadura probiotica

Luego de siete dias, en cada bloque, se comparé el consumo promedio de cada
uno de los cuatro tipos de tratamientos/tortas. De acuerdo con la exploracién de modelos
estimados, el modelo que mejor ajuste presenté fue cuando la heterocedasticidad se
debi6 a las colmenas. El tratamiento J1 (control) presento diferencias estadisticamente
significativas (Prueba LSD Fisher, p<0,05) respecto a los otros tratamientos, siendo el

suplemento mas consumido por parte de las abejas.

6.3.2. Evaluacion de la condicién nutricional de abejas y de pupas
6.3.2.1. Abejas adultas

En ambos ensayos de preferencia se registré un aumento estadisticamente
significativo en la determinacion de los cuerpos grasos en las abejas que consumieron
los cuatro tratamientos evaluados, entre el inicio del ensayo y luego de un mes. Sin
embargo, cuando se analizaron los resultados de las colmenas control, es decir aquellas
abejas que no consumieron ningun suplemento, también hubo un aumento en sus

cuerpos grasos luego del mes que se realiz6 el ensayo (Figuras 6.5y 6.6).
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Figura 6.5. Ensayo de preferencia con una bacteria probiética: contenido lipidico en
abdomen de abejas adultas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados
estan expresados como la media del porcentaje del contenido lipidico. Letras

iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 6.6. Ensayo de preferencia con una levadura probiética: contenido lipidico en
abdomen de abejas adultas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados
estan expresados como la media del porcentaje del contenido lipidico. Letras

iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05).
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6.3.2.2. Pupas de abejas

En el ensayo de preferencia que incluyo la bacteria probidtica (J4), no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas en la determinacién del contenido lipidico en
las pupas entre el inicio del ensayo y luego de un mes de consumir las tortas. Debido a
un problema durante la recoleccion de pupas en las colmenas control, no se pudo
comparar el contenido lipidico con pupas cuyas abejas no habian consumido ninguno

de los tratamientos.

Por su parte, en el segundo ensayo de preferencia, donde se incluyé un
tratamiento con una levadura probiotica (J4), se encontraron diferencias significativas
(p<0,01) entre las pupas de abejas de las colmenas tratadas, entre el inicio y el final del
ensayo. Se registr6 un menor contenido lipidico en las pupas que consumieron los
cuatro tratamientos evaluados (tortas) durante un mes. Sin embargo, este descenso en
el contenido lipidico también se registré en las pupas de las colmenas control (Figura
6.7).
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Figura 6.7. Ensayo de preferencia con una levadura probiética: contenido lipidico en
pupas de abejas determinado al inicio y al final del ensayo. Los resultados estan
expresados como la media del porcentaje del contenido lipidico. Letras iguales indican

gue no se detectaron diferencias significativas (p>0,05).
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6.3.3. Supervivencia del microorganismo probidtico en el suplemento nutricional

desarrollado

Para el caso de la bacteria probiotica, se realiz6 el promedio de los 4 bloques,
cada uno de 7 dias de duracién, y se comparé el niumero promedio de UFC en el
suplemento con el cultivo bacteriano el dia del inicio del bloque (cada semana) y
después de haber estado una semana en la colmena. Se observé que hubo una
disminucion en el nimero de UFC (p<0,01) de la bacteria en el suplemento luego de
siete dias. El promedio del logaritmo de UFC disminuy6 de 6,76 + 0,29 a 4,69 + 0,93
(Figura 6.8).
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Figura 6.8. Supervivencia de la cepa bacteriana B2 al inicio del ensayo (dia 1) y después
de siete dias en la colmena. Los resultados estan expresados como la media del log de

UFC. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas (p>0,05).

De igual manera, cuando se trabajo con la levadura probiética, se promedio el
namero de UFC del cultivo de la levadura de los 4 bloques. Luego, se comparé el
namero promedio de UFC en el suplemento con el cultivo el dia del inicio del bloque
(cada semana) y después de haber estado una semana en la colmena. Se registré un
menor numero de UFC (p<0,05) de la levadura en el suplemento comparado con el
recuento inicial. EI promedio del logaritmo de UFC disminuy6 de 4,10 £ 0,49 a 3,48 +
0,44 (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Supervivencia de la cepa de la levadura FAs al inicio del ensayo (dia 1) y
después de siete dias en la colmena. Los resultados estan expresados como la media

del log de UFC. Letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas
(p>0,05).

6.3.3.1. Comparacién de la supervivencia de los microorganismos probiéticos

Se comparé el promedio de la reduccion del nimero de UFC entre la bacteria y
la levadura, luego de siete dias en las colmenas para los 4 bloques del ensayo. No se
hallaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,05) entre las medias. Es decir,
los dos microorganismos presentaron la misma capacidad de supervivencia en el

suplemento en las condiciones de la colmena durante una semana.

6.4. Discusidn

En esta tesis se formulé un nuevo suplemento nutricional para abejas con el
agregado de un microorganismo previamente evaluado y seleccionado como potencial
probidtico. Se incorpord una cepa de bacteria y una de levadura, de manera individual,
para obtener un suplemento alimenticio con potencial probiotico, evaluar su preferencia,

y determinar la condicion nutricional de las abejas que lo consumieron.

En los dos ensayos a campo en colmenas se evalud la aceptacion y/o
preferencia de las abejas por uno de los cuatro suplementos formulados. Cuando se

incorpor6 la bacteria al suplemento, los resultados respecto a la preferencia
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demostraron que no hubo diferencias significativas entre la palatabilidad del control, sin
agregado de probiético (J1), y la del suplemento modificado por el agregado del
probidtico, tanto en la forma de sobrenadante (J3) como de cultivo de células (J4). Esto
implicaria una buena aceptacion por parte de las abejas del suplemento que incluye un
microorganismo probiotico. Respecto al ensayo con la levadura, en este caso, se
observé un mayor consumo del suplemento control (J1). Sin embargo, el consumo de
los otros suplementos modificados (J2, J3 y J4) no difirieron estadisticamente entre si.
Esto demostraria que tanto un sobrenadante (J3) asi como un cultivo de levadura (J4),
podrian ser incorporados al suplemento para las abejas porque fueron consumidos

indistintamente.

En los ensayos a campo realizados tanto con la bacteria como con la levadura
probidtica se registr6 un aumento en el porcentaje de cuerpos grasos luego de cuatro
semanas en las abejas adultas que consumieron el suplemento nutricional probiético.
Sin embargo, este aumento también se observo en las abejas de las colmenas control,
es decir, aquellas abejas que no consumieron ningun tipo de suplemento. Esto indicaria
gue el aumento de grasa corporal detectado al final del ensayo no fue consecuencia del
consumo de los distintos tratamientos evaluados. Por su parte, al evaluar el contenido
lipidico en pupas, en el ensayo de preferencia que incluyé un tratamiento con una
levadura probittica se observé un menor porcentaje de contenido lipidico en las
colmenas del ensayo, asi como en las colmenas control. Con lo cual, al igual que con la
variable cuerpos grasos, la variacion registrada en el contenido lipidico en las pupas no
fue debida al consumo de los cuatro suplementos (tratamientos) evaluados. De manera
gue las variables porcentaje de cuerpos grasos y determinacion del contenido lipidico
no permitieron detectar diferencias entre colmenas tratadas y sin tratar. Sin embargo,
los resultados obtenidos permiten afirmar que se mantuvo el estado nutricional de las
colmenas. Estas observaciones coinciden con trabajos de otros autores donde se
muestra variabilidad en dichos parametros nutricionales. Por ejemplo, Kazimierczak —
Baryczko y Szymas (2006), encontraron que la adicion de preparaciones con probiéticos
al sustituto alimenticio estimul6 el desarrollo de los cuerpos grasos de las abejas. Por
otra parte, De Piano et al. (2020) estudiaron el efecto de SLC producidos por bacterias
lacticas en los parametros nutricionales de cuerpos grasos y proteinas solubles. Si bien
ningun sobrenadante aumenté el contenido de lipidos en el abdomen, si mantuvieron el
estado nutricional de las abejas. Finalmente, Canché-Colli et al. (2021) utilizaron un
sustituto de polen estandar como dieta control y lo enriquecieron con levaduras
asociadas a las abejas (Starmerella bombicola, S. etchellsii, S. bombicola 2,

Zygosaccharomyces mellis y Saccharomyces cerevisiae). Obtuvieron como resultado
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gue el porcentaje de grasa corporal en las abejas individuales fue ligeramente inferior
en las abejas que recibieron los tratamientos comparados con el control sin el agregado

de levaduras.

La supervivencia del microorganismo incorporado al suplemento se evalu6 luego
de su exposicién en la colmena. Tanto en el caso de la bacteria como en la levadura, el
crecimiento disminuyé de manera estadisticamente significativa en condiciones de
colmena, es decir a campo,. Este resultado era esperable ya que ningun
microorganismo aumenta o mantiene su niamero en condiciones que no son las mas
adecuadas para su crecimiento. Al comparar la supervivencia de la bacteria con
respecto a la levadura, no hubo diferencias entre ellas. Esto implicaria que los dos
microorganismos evaluados a campo son potenciales candidatos para ser incluidos en
suplementos nutricionales. En un ensayo similar, Daisley (2021) no registré diferencias
significativas en la supervivencia de las tres cepas probio6ticas incorporadas a los
suplementos durante los primeros seis dias. Luego de ese tiempo, se produjo una
marcada disminucién en el nimero de microorganismos viables. En esta tesis, el
nuimero promedio inicial de UFC correspondiente al cultivo bacteriano fue de 106 UFC/m
y en el caso de la levadura el nimero fue de 10* UFC/ml. Teniendo en cuenta que la
supervivencia de los microorganismos disminuye en el suplemento y durante la
exposicion en la colmena, una posibilidad seria incorporarlos al suplemento en una dosis
mas alta. Por ejemplo, Arredondo et al. (2023) trabajaron con una mezcla microbiana en
una dosis inicial de 10" UFC/ml, que fue aplicada una vez a la semana, durante tres
semanas consecutivas. El valor de UFC disminuyé a 108 UFC/ml luego de ocho horas
de iniciado el ensayo a campo. Mientras que Kazimierczak — Baryczko y Szymas (2006)
incorporaron 11x10° bacterias por mg del probiético, en tres dosis (0,5; 1 y 2 mg) al
sustituto alimenticio con el cual alimentaron a las abejas en las colmenas. Trabajaron
con dos formulaciones probidticas, obteniendo distintos resultados. En una de las
preparaciones probibticas el efecto fue positivo sélo en la dosis mas alta (2 mg), en tanto

que la segunda preparacion ejercid efectos positivos en las tres dosis aplicadas.

Conclusiones

e Los ensayos realizados en esta tesis demostraron que fue posible
incorporar microorganismos viables a un suplemento nutricional y que el

mismo fue consumido por las abejas.
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Los suplementos alimenticios con el agregado de sobrenadantes libres
de células y de cultivos microbianos fueron aceptados y consumidos por

las abejas.

La incorporacién de la cepa de bacteria y de la levadura probiéticas al
suplemento mantuvo el estado nutricional de las abejas adultas y de las

pupas.

Al comparar el numero de UFC de la cepa bacteriana y de la cepa de
levadura en el suplemento luego de su exposicion en la colmena, ambos
microorganismos presentaron la misma supervivencia en el suplemento

en las condiciones de campo.
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Capitulo 7: Consideraciones finales y perspectivas

En esta tesis se desarrolld un suplemento nutricional con el agregado de
microorganismos potencialmente probidticos obtenidos de fuentes no tradicionales,
como una alternativa natural, simple y sustentable para mejorar la nutricibn de las
abejas, con el fin de contribuir a mitigar los problemas nutricionales que afectan a las
colmenas actualmente. Los resultados obtenidos evidenciaron el rol de los
microorganismos del kéfir de agua como potenciales probiéticos para ser incorporados

en la alimentacion de las abejas (Figura 7.1).

La caracterizacién del kéfir de agua como fuente alternativa no tradicional de
probidticos para abejas, permiti6 conocer su composicion quimica y microbioldgica,
siendo esto fundamental ya que cada producto es unico y se diferencia de otros kéfires.
De acuerdo al analisis quimico, el kéfir se caracterizé por su acidez, bajo contenido de
etanol y la presencia de macro minerales como Na, K y Mg. Respecto a la comunidad
microbiana presente en los granulos y sobrenadante del kéfir, predominaron las
bacterias anaerobias, bacterias microaerdfilas y levaduras. Estos microorganismos
permanecieron viables en el kéfir durante un periodo de 12 meses de almacenamiento
a temperatura ambiente, con ciertas fluctuaciones en su nimero. Las bacterias fueron
identificadas como miembros de los géneros Lacticaseibacillus, Liquorilactobacillus y
Lentilactobacillus. Por su parte, las levaduras se identificaron como pertenecientes a los

géneros Saccharomyces y Pichia.

Un total de 60 microorganismos fueron aislados del kéfir de agua. Veinte cepas
(10 bacterias y 10 levaduras) mostraron una fuerte actividad inhibitoria frente al
patdgeno Paenibacillus larvae. En tanto que, cinco bacterias y 10 levaduras presentaron
buena inhibicién frente a Ascosphaera apis, cuando se trabaj6 con el ensayo de difusién
por pozo en agar. Los resultados obtenidos con las levaduras del kéfir son novedosos
ya que no se ha reportado que especies de levaduras hayan sido utilizadas para
controlar el crecimiento de estos patdgenos. Por lo tanto, estos estudios son de gran
relevancia por el potencial uso de las levaduras para controlar dos importantes

enfermedades para la apicultura.

El control del crecimiento in vitro de los patégenos apicolas P. larvae y A. apis
por parte de las cepas se asoci6 a los metabolitos secundarios presentes en los
sobrenadantes microbianos. Principalmente, el compuesto acetato en las bacterias y
etanol en las levaduras. Esta instancia de evaluacion resulté clave para seleccionar las

cepas microbianas con mayor actividad antimicrobiana que luego fueron probadas
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respecto de sus propiedades probidticas. En cuanto a los ensayos de cria y alimentacién
de larvas de abejas en el laboratorio, estos demostraron que el kéfir de agua vy el
sobrenadante de las bacterias y levaduras evaluadas no resultaron toxicos para las
larvas. Por lo tanto, podrian ser incorporados en la alimentacién de las abejas con el fin

de mejorar o complementar sus dietas nutricionales.

Las 10 cepas de bacterias y 10 de levaduras con mayor capacidad
antimicrobiana frente a los patdégenos apicolas fueron caracterizadas fisiol6gicamente a
través de pruebas in vitro de tolerancia a diferentes pHs (3, 5 y 6), concentraciones de
NaCl (3; 6,5 y 10 %), temperaturas (10, 25, 35 y 40 °C) y altas concentraciones de
azucar (30, 50 y 70 %). También, se analizé su cinética de crecimiento y la capacidad
de supervivencia posterior a la liofilizacién. Las tres cepas bacterianas (B2, b3y S6) y
tres cepas de levaduras (FAs, Y8, y LK3) con mayor supervivencia y mejores atributos
fueron seleccionadas como potenciales probiéticos. Mediante Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de 1H (1H-RMN), en los SLC de las 10 cepas
bacterianas se detectaron 250 compuestos diferentes. Entre ellos se identificaron los
compuestos antimicrobianos acetato, acetoina, etanol, lactato, N-carbamoil-beta-
alanina, fenilglicina, fenilalanina, arginina y &cido ascorbico. Mientras que, en los SLC
de las levaduras se detectaron un total de 207 compuestos diferentes. Se identificaron

los compuestos antimicrobianos etanol, isovalerato, lactato y fenilalanina.

En base a la actividad antimicrobiana frente a patégenos, la mayor supervivencia
a diferentes pruebas de tolerancia in vitro y a la capacidad de produccién de compuestos
antimicrobianos, se selecciond una cepa de bacteria y una de levadura para ser
incorporadas en el suplemento alimenticio en la siguiente y Ultima etapa de evaluacion.
De todas las bacterias anaerobias, se eligié a Lacticaseibacillus paracasei (B2). Entre
las levaduras, se escogio la cepa Saccharomyces cerevisiae (FAs). De esta manera, se
formulé un nuevo suplemento nutricional para abejas con el agregado de los

microorganismos previamente caracterizados y seleccionados como probiéticos.

A través de dos ensayos de preferencia realizados a campo se evalud la
efectividad de cada suplemento probiético. En los dos ensayos, con la bacteria'y con la
levadura, las abejas consumieron todos los suplementos. Esto demuestra que el
probidtico, tanto en la forma de sobrenadante como de cultivo celular, podria ser
incorporado en el alimento destinado a las abejas. Ademas, se evaluaron las variables
porcentaje de cuerpos grasos en abejas adultas y determinacion del contenido lipidico
en pupas de abejas. Como resultado se obtuvo que la incorporacién de la cepa de
bacteria y de la levadura probioticas al suplemento mantuvo el estado nutricional de las

abejas adultas y de las pupas. Finalmente, tanto la cepa de la bacteria como de la
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levadura permanecieron viables en el suplemento luego de su exposicién a las
condiciones de la colmena. Los ensayos a campo realizados demostraron que fue
posible incorporar microorganismos viables a un suplemento nutricional y que el mismo

fue consumido por las abejas.

En vista de todos los resultados obtenidos se aceptan las hipétesis propuestas
en esta tesis. En primer lugar, los microorganismos aislados a partir de kéfir de agua
tienen el potencial para actuar como probiético. En segundo lugar, el suplemento
nutricional con potencial probiético constituye una alternativa eficaz para enfrentar los

problemas nutricionales que se evidencian actualmente a nivel de colonia.

A través de la incorporacion de microorganismos probiéticos en los suplementos
destinados a la alimentacion de las abejas los apicultores podrian mitigar los impactos
negativos sobre estos insectos y promover el bienestar general de las colonias. Para
ello, serdn necesarias mas investigaciones, con lo cual se plantea en un futuro continuar

y profundizar en el estudio de:

e Los mecanismos de accibn que subyacen a las propiedades
antimicrobianas de los microorganismos utilizados como probi6ticos.

e La combinacién de sobrenadantes libres de células/cultivos microbianos
de distintas cepas de bacterias y de levaduras para ser incorporadas en
el suplemento nutricional.

e Larealizacién de un ensayo de consumo para evaluar el estado general
de las colonias a través de la medicion de variables como numero de
abejas en cada cuadro, area abierta y operculada y produccién de miel.

e El efecto del suplemento probidtico sobre el estado nutricional e
inmunoldgico de las abejas a través de la utilizacion de técnicas de
biologia molecular que permitan evaluar la carga de los virus mas
importantes, analizar la expresién de los genes relacionados con la
inmunidad tales como vitelogenina, defensina y fenoloxidasa y el analisis

de la microbiota intestinal.

Para concluir, se destaca que esta tesis aporta conocimiento sobre un tema de
estudio a nivel mundial como es la nutricién artificial de colmenas y la utilizaciéon de
microorganismos probioticos para tal fin. Esta Gltima es una temética muy reciente y
novedosa que no tiene antecedentes en nuestro pais. Por lo tanto, son grandes y
prometedoras las aplicaciones de los suplementos probiéticos en el presente y futuro de

la apicultura. Continuar con investigaciones en esta area permitird desarrollar
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alternativas sustentables para la nutricion apicola y, asi, contribuir a mejorar el bienestar

de estos invaluables insectos polinizadores.
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Figura 7.1. Estudio de microorganismos aislados de kéfir de agua para determinar su
potencial como probidticos destinados a la alimentacion de abejas.
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