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RESUMEN

En la provincia de Jujuy la actividad apicola representa una de las
principales actividades de pequenos productores locales. Las colmenas
de abejas son constantemente invadidas por numerosos insectos. Las
hormigas son habitantes frecuentes en las colmenas de Apis mellifera. El
objetivo de este trabajo fue aislar e identificar cepas bacterianas de los
intestinos de hormigas de colmenasy de alrededores, con posible potencial
inhibitorio del crecimiento del hongo Ascosphaera apis, patogeno de Apis
mellifera. La metodologia implico etapas de campo y laboratorio. Durante
el ano 2019 (exceptuando los afios de pandemia) y durante el aho 2023, se
examinaron los interiores de colmenas del apiario Severino ubicado en el
Campo Experimental Dr. Emilio Navea de la Facultad de Ciencias Agrarias. Se
tomaron muestras de manera manual con ayuda de una pinza y un pincel,
y se colocaron en frascos estériles para su posterior procesamiento en el
Laboratorio de Sanidad Apicola y Meliponicola de la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNJu. Por un lado, se realizo la identificacion taxonomica de las
hormigas colectadas con ayuda de claves adecuadas y por otro lado se
realizo el aislamiento de una suspension de cinco abdomenes triturados de
los ejemplares de hormigas en una solucion de 1,5 mL de peptona al 10% en
tubos de Eppendorf, agitados en Vortex por cinco minutos. Posteriormente
se sembraron alicuotas de la solucion (20uL), sobre placas con medio Agar
Nutritivo e incubadas a 30°C por 48 hs. y en medio MRS incubadas en
condiciones de microaerofilia a 37°C por 48 hs. Tras sucesivas repeticiones
se obtuvieron cepas puras de las colonias bacterianas. Mediante pruebas
bioquimicasy claves especificas se identifico a Bacillus subtilis y Clostridium
sp. Para evaluar la actividad inhibitoria de estas bacterias, se las enfrento
con Ascosphaera apis en medio MY-20 y se incubo en condiciones de
microaerofiliaa 30 +2°Cdurante 4 a 10 dias. Los porcentajes de inhibicion de
Ascosphaera apis frente a Bacillus subtilis y Clostridium sp. fueron mayores
a los 5 dias de incubacion y alcanzaron casi un 100% del crecimiento e
invasion de las cepas bacterianas en las superficies de las placas. Lo que
sugiere que estas cepas bacterianas pueden contribuir al control de A. apis.
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Lo que resulta en una alternativa de control biologico de enfermedades
que afectan a las colmenas.

Palabras clave: Apis mellifera, hormigas, antimicrobiano, Ascosphaera apis

SUMMARY

In Jujuy province, beekeeping is one of the main activities for local small
producers. The bee hives are constantly invaded by numerous insects. Ants
are frequent inhabitants of Apis mellifera hives. The objective of this work
wastoisolate and identify bacterial strains from hives and surrounding areas
ant guts, with potential inhibitory activity against the fungus Ascosphaera
apis fungus growth, a pathogen of Apis mellifera. The methodology involved
both field and laboratory stages. During 2019 (excluding the pandemic years)
and in 2023, the hives interiors from the Severino apiary, located at the Dr.
Emilio Navea Experimental Field of the Faculty of Agricultural Sciences, were
examined. Samples were manually collected with the help of forceps and
a brush, and placed in sterile jars for later processing in the Beekeeping
and Stingless Bee Health Laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences,
UNJu. On the one hand, the taxonomic identification of the collected
ants was performed using appropriate keys, and on the other hand, the
isolation of a suspension of five crushed ant abdomens in a solution of 1.5
mL of 10% peptone in Eppendorf tubes, shaken in a vortex for five minutes,
was carried out. Subsequently, aliquots of the solution (20 pL) were plated
on Nutrient Agar plates and incubated at 30°C for 48 hours, and on MRS
medium incubated under microaerophilic conditions at 37°C for 48 hours.
After successive repetitions, pure bacterial strains were obtained from the
bacterial colonies. Through biochemical tests and specific keys, Bacillus
subtilis and Clostridium sp. were identified. To evaluate the inhibitory
activity of these bacteria, they were confronted with Ascosphaera apis in
MY-20 medium and incubated under microaerophilic conditions at 30 + 2°C
for 4 to 10 days. The inhibition percentages of Ascosphaera apis against
Bacillus subtilis and Clostridium sp. were higher than 5 days of incubation,
reaching almost 100% inhibition of growth and invasion of the bacterial
strains on the surfaces of the plates. This suggests that these bacterial
strains may contribute to the control of A. apis, providing an alternative for
biological control of diseases affecting bee hives.

Keywords: ants, antimicrobial, Apis mellifera, Ascosphaera apis.

INTRODUCCION

Las hormigas se encuentran en toda la Argentina desde las regiones subtropicales del norte hasta
las zonas templadas y frias del sur, cada region tiene sus propias especies dominantes, adaptadas a
las condiciones climaticas y ambientales locales. Son uno de los grupos de insectos mas abundantes y
diversos en la mayoria de los ecosistemas terrestres, principalmente en los tropicos (Vasquez Bolafios,
2015). Presentan interacciones con plantas, microorganismos y otros invertebrados, como mutualismo y
relaciones de parasitismo (Gallego Ropero & Feitosa, 2014). Suelen tener hongos y bacterias adheridas a
sus cuticulas, siendo las condiciones ambientales presentes en el interior de sus nidos, como la humedad
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y la estabilidad de la temperatura, las que las predisponen a infecciones, pudiendo diseminar agentes
patogenos que afectan a otros insectos (Oi & Pereira, 1993). Pueden ser portadores de enfermedades
causadas por microorganismos oportunistas, como también poseer microorganismos en su interior
con capacidad de inhibir ciertos patogenos (Portillo et al., 2018, Ruiz et al., 2021). Entre las especies
de hormigas asociadas con las abejas de apiarios de los Valles de Jujuy se determinaron Solenopsis
spp., Acromyrmex hispidus, Crematogaster spp., Linepithema humile, Camponotus mus, Camponotus
punctulatus, Camponotus substitutus (Ruiz & Benitez Ahrendts, 2018).

Apis mellifera es la especie mas ampliamente utilizada por el ser humano y mas distribuida a nivel
global (Vicente Rubiano, 2016). Su uso en el mundo esta destinado principalmente a la produccion de
miel y en menor medida a productos como polen, propdleo, jalea real o cera entre otros (Garibaldi et
al., 2013). La actividad apicola en Argentina es la mas importante y desarrollada de todo el hemisferio
sur y una de las mas grandes a nivel mundial (Ferrari, 2011). Sin embargo, algunas regiones argentinas
muestran un disminucion de la produccion motivada por factores ambientales, problemas sanitarios,
tecnologicos y economicos (EEA INTA Bordenave, 2012). De los factores mencionados, el sanitario reviste
gran importancia, ya que las enfermedades y parasitos inciden en la produccion (Benitez Ahrendts et al.,
2015).

A. mellifera es afectada por distintos organismos como virus, bacterias, hongos y parasitos que en su
mayoria ocasionan danos considerables en la apicultura mundial (Ritter, 2001). Entre estos patogenos
encontramos a Paenibacillus larvae, Ascosphaera apis (Audisio et al., 2011), Nosema spp. (Porrini et al.,
2010) y Varroa spp. (Maggi et al., 2013). La ascosferosis es una enfermedad que afecta a las larvas en
desarrollo de Apis mellifera. Es una enfermedad micotica, conocida como cria yesificada o de cal cuyo
agente etiologico es el hongo Ascosphaera apis (Aronstein y Murray, 2010, Jensen et al., 2015). Ocasiona
serios dafos a las colmenas y llega a producir graves pérdidas economicas (Flores Serrano et al., 2006). No
existen tratamientos efectivos para esta enfermedad, por lo tanto, la Gnica opcion es aplicar diferentes
medidas preventivas de manejo (Leon et al., 2011). La prevalencia de la ascosferosis en algunos paises
aumento considerablemente, al grado que se ha llegado a considerar una amenaza casi tan seria como la
infestacion del acaro Varroa destructor (Correa Benitez, 2015).

Las hormigas también son consideradas enemigas de las abejas por los apicultores, porque atacan las
colmenas, consumen las reservas de alimento y pueden matar a las abejas (Collantes & Del Cid, 2022). Sin
embargo, se han encontrado nidos de varias especies de hormigas sobre la entretapa de las colmenas
que no causaban danos econdmicos para la produccion (Ruiz & Benitez Ahrendts, 2018). En general suelen
aprovechar el calor y la humedad de la colmena para incubar sus huevos, utilizandolas como refugios
temporales o permanentes y no resultan perjudiciales en la produccion de miel (Enzmann, 1947).

Los himendpteros poseen comunidades microbianas diversas y estables (Shu et al., 2010, Rusell et
al., 2012). Algunas de ellas, como las bacterias existen naturalmente en el intestino de los insectos y se
adquieren mediante la ingesta de azucares (néctar, savia, secreciones de afidos), de sangre y a través
de materia organica en descomposicion utilizada como alimento (Hurwitz et al., 2011). La microbiota
intestinal coloniza el intestino del insecto por via oral, generalmente a través de la comida y juegan
un papel clave en su digestion, metabolismo y proteccion frente a patogenos (Poveda, 2019). Poco se
sabe sobre las bacterias que estan presentes en el intestino de hormigas. La importancia de conocer la
microbiota de su intestino, no es solo por el conocimiento de la comunidad bacteriana total, sino también
porque muchos de estos microorganismos resultan beneficiosos, teniendo un papel determinante sobre
la reproduccion, inmunidad, sobrevivenciay en el desarrollo de los parasitos causantes de enfermedades
(Engel et al., 2012).

Este trabajo tuvo como objetivo aislar e identificar cepas bacterianas presentes en los intestinos de
hormigas de colmenas y de alrededores, con posible potencial inhibitorio del crecimiento del hongo
Ascosphaera apis, patogeno de Apis mellifera.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio de muestreo

El estudio se llevo a cabo en el apiario Severino perteneciente a la region de los Valles de Jujuy,
situado en el campo Experimental “Dr. Emilio Navea” de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Jujuy, ubicado en la localidad de Severino, Departamento del Carmen, provincia de Jujuy.

Recoleccion de hormigas

Para la colecta de hormigas del interior de las colmenas, se llevaron a cabo visitas periodicas al
apiario del Campo Experimental de la FCA. Para ello se realizo la inspeccion de 12 colmenas durante los
anos 2019, 2022 y 2023. Se procedio a revisar cuidadosamente cada parte de las colmenas, como techos,
entretapas, alzas, camara de cria y piso. Las hormigas fueron colectadas manualmente con ayuda de una
pinza, un cepillo, colocadas en frascos estériles.

Identificacion taxonomica de las hormigas

En el laboratorio de Sanidad Apicola y Meliponicola de la Facultad de Ciencias Agrarias se procedio
a realizar la identificacion taxonomica de las muestras de hormigas en estudio, para ello se realizo
la observacion de los ejemplares bajo lupa estereoscopica (Arcano, aumento 4X). La determinacion
taxonomica se efectué mediante claves de identificacion de hormigas (Kusnezov, 1956, Mackay & Mackay,
2002, Fernandez, 2003) y clave para las subfamilias y géneros (Palacio & Fernandez, 2003).

Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas

Para el aislamiento de cepas bacterianas se realizaron macerados de los abdomenes de 5 ejemplares
de hormigas de una misma especie en una solucion de 1,5 ml de peptona al 10% en tubos Eppendorf,
agitados en Vortex por cinco minutos. Posteriormente se sembraron alicuotas de la solucion (20 pL), en
Agar Nutritivo dispersandola con la espatula de Drigalski y se incubaron en estufa a temperatura de 37°C,
y en medio MRS para el crecimiento de bacterias especificas como Lactobacillus. Todas las placas se
incubaron en condiciones de microaerofilia a 37°C por 48 horas. Las colonias obtenidas fueron aisladas
por la técnica de estrias e incubadas nuevamente a 30°C por 24 a 48 horas. Este procedimiento se repitio
sucesivas veces hasta obtener cepas puras de las bacterias en estudio.

Obtenidas las cepas puras de bacterias se realizaron diferentes pruebas bioquimicas para su
identificacion, lo que permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias, seglin los
protocolos de (Madigan et al., 2000, Krieg & Holt, 1984). Las pruebas realizadas fueron tipo de respiracion
aerobica o anaerodbica, resistencia al medio halofito, reaccion con la catalasa, crecimiento a diferentes
temperaturas, crecimiento en presencia de almidon, coloracion de Gram, presencia de endosporas,
motilidad.

También se realizaron observaciones macroscopicas estableciendo la morfologia de las colonias,
pigmentacion, entre otros y microscopicamente determinando las bacterias Gram Negativas, Gram
Positivas, morfologia celular individual de acuerdo con las claves del Manual de Determinacion
Bacteriologica de Bergey (Bergey & Holt, 1984).

El estudio microscopico se realizdo observando al microscopio optico con un aumento de 1000X con
aceite de inmersion, preparados en fresco y también a partir de la tincion para revelar la forma, la manera
de agruparse, la estructura 'y el tamano de las células. Las tinciones utilizadas fueron azul de metileno, la
tincion de Gram y verde de malaquita (Fernandez Olmos et al., 2010).
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Evaluacion de la actividad inhibitoria de bacterias frente a Ascosphaera apis

La cepa del hongo patogeno de abejas fue adquirida del cepario del Laboratorio de Sanidad Apicola
y Meliponicola de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNJu. El aislamiento del hongo A. apis se realizo
en un medio MY-20 con alto contenido de azicar. Se incubo en condiciones microaerofilicas a una
temperatura de 30°C + 2°C durante 4 a 10 dias. El crecimiento hifal suele ser visible a los 2 a 4 dias (Jensen
et al., 2015). Las cepas puras de las bacterias aisladas de los intestinos de hormigas se enfrentaron con el
hongo patogeno Ascosphaera apis.

Para cada una de las pruebas se colocaron 1 mL de una suspension de 10° esporas flingicas sobre el
medio MY20 enfrentandolas con las cepas bacterianas, respectivamente. Se realizaron tres réplicas del
ensayo, como control se utilizo el cultivo de la cepa flngica pura. Las placas sembradas con las bacterias
y A. apis se incubaron en condiciones microaerofilicas a una temperatura de 30°C por 10 dias.

La actividad antagonica de las cepas bacterianas se determind midiendo el diametro de las colonias
flngicas en presencia de las bacterias a los 5y 10 dias. Asi también se midio el diametro de la colonia del
hongo testigo. Con las mediciones obtenidas se procedio al calculo del porcentaje de inhibicion mediante
la siguiente ecuacion:

I = [(C-T) /C] *100

Siendo: | la inhibicion %, C el diametro de las colonias testigo y T el de las colonias tratadas (Zamora
Natera et al., 2005).

Los resultados obtenidos de las pruebas de inhibicion se analizaron estadisticamente mediante la
prueba T de Student a partir del Software estadistico Infostat version 2015 (Di Rienzo et al., 2015).

RESULTADOS y DISCUSION
Identificacion taxonomica de las hormigas

Se determino un total de tres especies de hormigas. Las especies identificadas fueron: Camponotus
substitutus y Camponotus crasus 'y Pheidole spp.

Fotos 1: A, By C

A. Camponotus substitutus B. Camponotus crassus C. Pheidole spp.

Identificacion de bacterias
Las especies aisladas e identificadas de losabdomenes de las hormigas fueron Clostridium sp.y Bacillus
subtilis. (Fotos A y B). Estas cepas crecieron en Medio Agar nutritivo. Las caracteristicas morfologicas y

bioquimicas de las especies identificadas se detallan en la Tabla 1.

Revista Cientifica FCA 2025; 18 (1):68 -79



Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Agrarias - UNJu 73
No hubo crecimiento de lactobacilos y de otro tipo de bacterias lacticas en las placas con medio MRS.

Fotos 2: A, B

A. Clostridium sp.

B. Bacillus subtilis

Tabla 1: Pruebas de Determinacion bacteriologica

Especies Clostridium sp. Bacillus subtilis
. . . C. substitutus,
Aislado de especie de hormiga C. crassus Pheidole sp.
Morfologia individual Bacilos Bacilos

Respiracion aerobica

No presentan

Si presentan

Resistencia al medio halofito %NaCl

Restringido

Negativo

Reaccion con catalasa

Negativo

Positivo

Color de la colonia

Blanquecino

Blanquecino

Crecimiento a diferentes temperaturas

Crecimiento leve

Crecimiento leve

5°C
Negativo Negativo
60 °C
Endosporas Presentes Presentes

Crecimiento en almidon

Crecimiento leve

Invade placa

Motilidad

Si presentan

Si presentan

Coloracion de Gram

Positiva

Positiva

Pruebas de inhibicion del crecimiento de Ascosphaera apis

Los porcentajes de inhibicion de Ascosphaera apis frente a Bacillus subtilis y Clostridium sp. fueron
del 99,7% a los 5 dias de incubacion y alcanzaron casi un 100% del crecimiento e invasion de las cepas
bacterianas en las superficies de las placas. Por ello, todas las pruebas realizadas y medidas con ambas
cepas bacterianas fueron mayores al 99% de inhibicion, manteniéndose los mismos porcentajesy medidas
de los diametros de los hongos a los 10 dias de incubacion. Los diametros de A. apis fueron relativamente
mayores frente a Bacillus subtilis, siendo que se presentaron menores diametros de las colonias y mayor
inhibicion frente a Clostridium sp. (Tabla 2)
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Tabla 2: Porcentaje (%) de inhibicion de Ascosphaera apis enfrentadas con Bacillus subtilis y Clostridium sp.

5 dias 99,7 100
5 dias 99,9 100
5 dias 99,9 100
5 dias 99,9 100
5 dias 99,7 99,9
5 dias 99,7 99,9
5 dias 100 100
5 dias 100 100
10 dias 99,7 100
10 dias 99,9 100
10 dias 99,9 100
10 dias 99,9 100
10 dias 99,7 99,9
10 dias 99,7 99,9
10 dias 100 100
10 dias 100 100

De acuerdo con el analisis estadistico no se observo diferencias significativas entre los diametros
de las colonias del hongo, se observa que Ascosphaera apis frente a la bacteria Bacillus subtilis y frente
a Clostridium spp. evidencia una marcada reduccion en el crecimiento de la colonia, ambas bacterias
inhiben el crecimiento de A. apis.

DISCUSION

A partir del estudio realizado en el Apiario del campo Experimental “Dr. Emilio Navea” de la Facultad
de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Jujuy, se reconfirma la presencia de especies de
hormigas en colmenas de Apis melliferay sus cercanias en la zona de los valles. Las especies identificadas
corresponden a Camponotus substitutus, Camponotus crasus e individuos pertenecientes a Pheidole spp.
Lo que coincide con lo reportado por (Ruiz & Benitez Ahrendts, 2018). Estas especies corresponden a
algunas de las especies mas comunes y frecuentes en apiarios de acuerdo con registros anteriores de los
Valles de Jujuy (Ruiz, 2022).

A partir de la identificacion y analisis realizados de las bacterias presentes en los abdomenes de
hormigas que anidan en colmenas y en cercanias del apiario, se determino que las especies bacterianas
aisladas mas frecuentes fueron Bacillus subtilis y Clostridium sp., obtenidas mediante numerosas pruebas
segln los protocolos de Madigan et al., 2000, Krieg y Holt, 1984 y utilizando claves diagnosticas de acuerdo
con el Manual de Bergey. Este resultado coincide con otros autores que han aislado e identificado
bacterias de las hormigas de los géneros tales como Bacillus, Pseudomonas, Stafylococcus, Streptococcus,
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entre otros (Chadee & Le Maitre, 1990, Simothy et al., 2018).

Los resultados obtenidos de las pruebas para determinar la actividad inhibitoria de ambas cepas
bacterianas en estudio evidencian un efecto antagonico al enfrentarlos con un hongo patogeno de
abejas inhibiendo su crecimiento en un grado elevado. Lo que coincide con autores que destacan a estas
bacterias como inhibidoras de crecimiento de algunos hongos y/o bacterias patogenas (Rodas Junco et
al., 2009, Pérez et al., 2015). La mayor actividad antagonica de los aislados bacterianos frente a A. apis se
obtuvieron en el menor tiempo probado (cinco dias), lo que podrian estar relacionado con la disminucion
de la produccion de metabolitos antiflingicos por parte de estos aislados y/o con la produccion de
compuestos por parte del hongo que inhiban el crecimiento bacteriano (Sadfi et al., 2002). Esto esta
relacionado con el hecho de que, durante los primeros dias del cultivo dual, las bacterias ejercen un
fuerte efecto antagonico sobre los hongos patogenos, por su alta velocidad de crecimiento, lo que les
permite alcanzar rapidamente el estado estacionario y comenzar a producir metabolitos secundarios con
actividad antifiingica y finalmente colonizar el medio de cultivo (Madigan et al., 2003). Los hongos podrian
iniciar la produccion de metabolitos que contrarresten el efecto producido por las bacterias antagonistas
y/o los metabolitos bacterianos en el tiempo (Tejera et al., 2012), sin embargo, en el periodo analizado de
las pruebas, los hongos no lograron contrarrestar a las bacterias, que colonizaron rapidamente las placas,
lo que explicaria los resultados obtenidos.

Numerosos trabajos reportan elaislamientoy caracterizacion de metabolitos antifliingicos provenientes
de cepas de Bacillus spp. (Leifert et al., 1995). En el género Bacillus existen aislados capaces de suprimir
el crecimiento flingico in vivo por la produccion de uno o mas antimicoticos (Fassouane et al., 1995).
Los antibioticos producidos in vitro son compuestos responsables del biocontrol in vivo, por cuanto se
ha demostrado que algunas cepas productoras de antibioticos son capaces de suprimir enfermedades
flingicas en plantas (Ferreira et al., 1991). En general, B. subtilis fue muy eficiente en la inhibicion de A. apis,
en concordancia con reportes de las bacterias Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y Bacillus circulans
como microorganismos asociados con abejas meliferas y con la capacidad para inhibir el crecimiento de
A. apis (Reynaldi et al., 2004).

Estos resultados evidencian el potencial de las diferentes especies de bacterias para el control de
numerosos hongos, el cual ha sido reportado por Ongena et al., 2005, Wang et al., 2007 y Ghasemi et al.,
2010. Es decir que, presentan un uso potencial como control biologico frente a enfermedades que afectan
la sanidad de las abejas (Groot et al., 2018), como la enfermedad infecciosa Ascosferosis que atacan a
las larvas en desarrollo (Flores Serrano et al., 2006), que afectan la produccion de miel y en ciertos casos
ocasionan la pérdida de la colonia, sino se controlan adecuadamente (Uc Varguez & Ramos Diaz, 2016).

CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas aisladas de losintestinos de las hormigas puedeninhibir ciertos microorganismos
patogenos de las abejas. Los antagonistas analizados resultan de importancia para establecer su
posible uso como control biologico frente a enfermedades de las abejas. Los datos obtenidos aportan
informacion a futuros estudios sobre las interacciones entre microorganismos aislados de los intestinos
de hormigas asociadas a colmenasy los microorganismos patogenos de abejas, dando lugar al desarrollo
de estrategias para un control futuro de enfermedades que implique la aplicacion directa de un agente
de control biolégico. Ademas, los resultados obtenidos aportan conocimiento taxonomico de las especies
de hormigas que anidan en colmenas y que se encuentran en sus cercanias, la importanciay relacion con
las abejas, la identificacion taxonomica de bacterias asociadas a sus intestinos capaces de inhibir hongos
patogenos, brindando un aporte principalmente a los pequenos apicultores de la provincia en el manejo
de estos insectos en las colmenas.
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