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Resumen y Abstract IX

Resumen

La presencia de microorganismos intestinales simbiontes en sus hospederos es
fundamental, porque facilitan la adquisicion de nutrientes a huéspedes con dietas
deficientes y porque afectan la diversidad fenotipica entre individuos. Sin embargo, a pesar
de conocerse la complejidad de dichas interacciones Yy fisiologia de sus huéspedes, el
papel de los microorganismos en el comportamiento de insectos sociales es poco
conocido. Algunos autores sugieren que las variaciones presentes entre los individuos de
una misma colonia de abejas y que pertenecen a castas diferentes, pueden también estar

influenciadas por la composicién de la comunidad de microorganismos intestinales.

Este estudio pretendia identificar los microorganismos cultivables asociados a diferentes
estados de desarrollo y edades de Trigona (Tetragonisca) angustula. Por medio de
técnicas de observacion se establecio la division de castas dentro de la especie, y de cada
una de ellas se aislaron e identificaron microorganismos intestinales cultivables utilizando
métodos independientes de cultivo y técnicas moleculares. Se encontré que las
comunidades microbianas intestinales entre los estadios de desarrollo y edades dentro de
obreras difieren tanto en composiciébn como en estructura, pues bacterias comunes en
adultos estaban ausentes en las larvas. Asi mismo, se observé que la diversidad de
microorganismos intestinales cultivables de T. (T.) angustula esta dominada por géneros
de bacterias como Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter y Leuconostoc. Estos resultados
pueden ser la base para trabajos posteriores cuyo objetivo sea comprender interacciones
entre los microorganismos intestinales y su papel en los procesos nutricionales y la

influencia que estos pueden tener en el comportamiento social de sus hospederos.

Palabras clave: Angelitas, abejas sociales, comportamiento, tracto intestinal, bacterias.
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Abstract

Cultivable microorganisms associated with the
stages and ages of Trigona (Tetragonisca)
angustula Latreille (Hymenoptera: Meliponini)

The presence of symbiont intestinal microorganisms in their hosts is fundamental, because
they facilitate the acquisition of nutrients to hosts with poor diets and because they affect
phenotypic diversity among individuals. However, despite knowing the complexity of these
interactions and physiology of their hosts, the role of microorganisms in the behavior of
social insects is little known. Some authors suggest that the variations present among
individuals of the same bee colony and that belong to different castes, may also be

influenced by the composition of the intestinal microorganism community.

This study aimed to identify the cultivable microorganisms associated with different stages
of development and ages of Trigona (Tetragonisca) angustula. Using observation
techniques, the division of castes into the species was established, and from each of them,
cultivable intestinal microorganisms were isolated and identified using independent culture
methods and molecular techniques. It was found that the intestinal microbial communities
between the stages of development and ages within workers differ in composition as well
as in structure, since common bacteria in adults were absent in the larvae. Likewise, it was
observed that the diversity of cultivable intestinal microorganisms of T. (T.) angustula is
dominated by genera of bacteria such as Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter and
Leuconostoc. These results may be the basis for further work whose objective is to
understand interactions between intestinal microorganisms and their role in nutritional

processes and the influence they can have on the social behavior of their hosts.

Key words: Angelitas, social bees, behavior, intestinal tract, bacteria.
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INTRODUCCION

La relacién que existe entre los microorganismos intestinales simbiontes y sus huéspedes
surgié como un proceso adaptativo y como una fuente de diversidad fenotipica entre
individuos, de hecho, distintos microorganismos intestinales cumplen un papel importante
en la adquisicion de nutrientes a huéspedes con dietas deficientes (Kapheim et al., 2015;
Moran, 2007). De igual manera las comunidades de microorganismos intestinales son el
reflejo de las variaciones en el fenotipo v la fisiologia de sus huéspedes (Chandler, Lang,
Bhatnagar & Eisen, 2011; Santo Domingo et al., 1998).

Aunque la relacién entre los microorganismos intestinales simbiontes y sus hospederos es
aun tema de estudio; los insectos han sido modelos que han permitido conocer y
comprender este tipo de relaciones entre otras razones porque el metabolismo microbiano
es importante para su nutricion, presentan un sistema de flujo continuo que se espera que
responda rapidamente al cambio de sustrato, a menudo su biomasa es densa y facilmente
recuperable y normalmente el estudio con insectos es relativamente econémico y se
adapta facilmente a condiciones de laboratorio y tratamientos experimentales (Breznak &
Brune, 1994; Santo Domingo et al., 1998).

Los microorganismos presentes en el intestino de las abejas han recibido considerable
atencion debido a las innumerables funciones y beneficios que aportan a sus hospederos.
Diversos estudios han reportado la existencia de una microbiota distintiva que
probablemente contribuye a la nutricion, la defensa contra enemigos naturales y la
adquisicion de nutrientes (Dillon & Dillon, 2004; Moran & Baumann, 1994). Sumado a esto,
las interacciones fisicas en este grupo de insectos sociales, brindan oportunidades 6ptimas
para la transferencia de los microorganismos en toda la colonia (Engel & Moran, 2013),
permitiendo que se mantenga una uniformidad microbiana con pocas variaciones entre
cada miembro la misma colonia (Martinson et al., 2010). De igual manera, la microbiota

presenta similitudes notables en obreras de diferentes edades (nodrizas y recolectoras)
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(Martinson, Moy & Moran, 2012). En Apis mellifera (Apinae: Apini) por ejemplo, se ha
logrado identificar que el intestino hospeda una comunidad bacteriana particular y se
caracteriza por la presencia de géneros como Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus,
Clostridium,  Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia,
Flavobacterium, Klebsiella, Proteus y Pseudomonas (Carina Audisio, Torres, Sabaté,
Ibarguren & Apella, 2011). En abejas sin aguijon (Apidae: Meliponini) se han adelantado
estudios en los nidos de las abejas del género Trigona en donde se ha reportado una alta
diversidad de microrganismos asociados a la cuticula de las abejas, las reservas
alimenticias y su entorno (Menezes, Vollet-Neto, Contrera, Venturieri & Imperatriz-
Fonseca, 2013; Teixeira et al., 2003). En Trigona (Tetragonisca) angustula, Rosa et al.
(2003) reportan la existencia de cepas de levaduras como Starmerella meliponinorum en
polen, miel y propéleo de esta especie. Estos autores sefialan que la presencia de esta
levadura en el intestino y en los recursos alimenticios de T. (T.) angustula podria jugar un
papel importante en la nutricion de estas abejas. Sin embargo, segun Menezes et al.,
(2013) la biologia y el papel de los microorganismos asociados con abejas diferentes a las
meliferas son poco conocidos.

En este trabajo se estudio la relacion entre el comportamiento social de abejas angelitas
T. (T.) angustula], una de las especies mas comunes de abejas sin aguijon en Colombia y
el papel que cumplen los microorganismos intestinales presentes en las diferentes castas
y edades dentro de sus colonias. Para esto, se estudié el comportamiento de los diferentes
grupos etarios de abejas en una colonia de T. (T.) angustula y se buscé determinar si
existen diferencias entre los microorganismos intestinales y las diferentes castas y edades

en una misma colonia de estas abejas.
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1. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

1.1 Objetivos

1.1.1 General

» |dentificar la diversidad de microorganismos cultivables asociados a los diferentes
estadios de desarrollo, y edades de obreras de Trigona (Tetragonisca) angustula

(Hymenoptera: Apidae — Meliponini).

1.1.2 Especificos

» Establecer la diversidad de bacterias cultivables asociadas a los diferentes estadios
(inmaduros, pupa y adultos) de T. (T.) angustula.

= Establecer la diversidad de bacterias cultivables asociadas a las castas (obreras y
reina) de T. (T.) angustula.

= Establecer la diversidad de bacterias cultivables asociadas a diferentes edades de
obreras adultas de T. (T.) angustula.

= Establecer si las bacterias cultivables aisladas del tracto digestivo de diferentes
estadios de desarrollo y edades de obreras T. (T.) angustula estan relacionadas

con el comportamiento observado en obreras al interior de la colonia.
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2. ESTADOS DEL ARTE

2.1 Niveles de comportamiento social en abejas

La superfamilia Apoidae es un grupo monofilético (Ascher & Pickering, 2016), en el cual se
encuentran agrupado individuos que exhiben diferentes grados de sociabilidad durante la
ontogenia, incluyendo desde especies solitarias hasta eusociales (Kocher & Paxton, 2014;
Rodriguez-Serrano, Inostroza-Michael, Avaria-Llautureo & Hernandez, 2012). En
diferentes aspectos difieren las abejas solitarias de las eusociales y semisociales, por
ejemplo el tipo de nidificacion, la alimentacion y el tipo de forrajeo, la defensa contra
depredadores y la ubicacion de la pareja (Flores-Prado, Chiappa & Mante, 2012; Amaya-
Marquez & Wells, 2008). Es por esto, que individuos con comportamiento social tienen
capacidades cognitivas mas desarrolladas que las especies solitarias (Kamil, 2004).
Basicamente, las abejas solitarias son el subgrupo mas grande de abejas silvestres con
alrededor de 14,000 especies en todo el mundo (Neff, 2008), se caracterizan por construir
su propio nido sin la presencia de otras hembras, ovipositan, lo aprovisionan y cada
individuo se desarrolla dentro de celdas aislado de sus hermanos y de su madre (Flores-
Prado et al., 2012). Ademas, se alimentan solas y, por lo tanto, tienen un conocimiento
limitado de las ubicaciones de los recursos y su calidad (Everaars & Dormann, 2014). Un
ejemplo de este tipo de sociabilidad lo constituyen las especies de la familia Xylocopinae
(Dukas & Real, 1991). Sin embargo, el comportamiento social varia tanto dentro como
entre las especies, y el grupo Exoneura de alodapinas incluye ejemplos de especies
solitarias, predominantemente semisociales y eusociales, y sistemas complejos con

morfologia (Cronin, 2001).

En las abejas se han reportado comportamientos intermedios como subsocial, comunal y
semisocial. La subsocialidad es la forma mas simple de comportamiento social y se define
como el cuidado prolongado de los padres y la interaccion entre padres e hijos (Rehan &

Richards, 2010). Este grupo de abejas, se caracterizan por la lealtad a los nidos, la
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longevidad de los adultos y la convivencia prolongada (Rehan, Glastad, Lawson & Hunt,
2016). La especie Ceratina calcarata Robertson, 1900, exhibe este tipo de comportamiento
donde las madres son longevas (12-16 meses) y brindan cuidados maternales
prolongados a las crias adultas, no solo forrajeando y alimentdndose, sino también
cuidando y acicalando a las crias durante el desarrollo (Rehan, Berens & Toth, 2014). Cabe
destacar que hay factores como la estacion del afio, que son claves durante ciclo de vida
de esta especie y pueden incidir en el paso de una vida solitaria a una subsocial o eusocial.
Por ejemplo, la madre forrajean y se reproducen solitariamente durante la mayor parte de
su ciclo de vida, pero tienen una fase subsocial con cuidado materno prolongado y
convivencia de madres e hijos a fines del verano a través de la hibernacion (Rehan &
Richards, 2010; Rehan & Richards, 2013; Rehan, Berens & Toth, 2014).

El comportamiento comunal en abejas, es visto como una forma menos compleja de
organizacién social, en algunos casos ha sido considerado como un "escal6n" evolutivo
hacia formas mas complejas de socialidad que involucran castas, asi como una forma
social derivada del comportamiento solitario sin una evolucién adicional hacia la
eusocialidad (da Silva, Stevens & Schwarz, 2015). La comunalidad, se da cuando dos o
mas hembras de la misma generacion comparten un nido comun pero en las que no hay
una superposicion de generaciones ni una division reproductiva del trabajo (Keller, 2003;
Michener, 1974; Paxton, Kukuk & Tengd, 1999). En estas especies, es frecuente el
contacto entre las hembras adultas que construyen y aprovisionan sus nidos, pues en el
sistema de nidificacion existen accesos comunes que luego se diferencian en galerias o
celdas particulares de cada hembra (Flores-Prado, 2012). El comportamiento comunal se
ha reportado en una amplia variedad de clados como Halictidae (Halictinae, Rophitinae y
Nominae), Andrenidae (Andrena Jacobi) y Apidae (Apinae: Euglossini) (da Silva et al.,
2015).

La semisocialidad en abejas, ocurre cuando dos 0 mas hembras de la misma generacion
comparten el nido y ademas existe division de trabajo reproductivo y cooperacion en el
aprovisionamiento (Flores-Prado, 2012). En este tipo de comportamiento, una hembra
potencialmente reproductiva renuncia a su propia reproduccion a favor de la de una
hembra dominante (Stark, Hefetz, Gerling & Velthuis, 1990). Las hembras subordinadas
suministran y ovipositan las células, mientras que la hembra dominante actia como una
guardia, rara vez deja el nido y los oviposits en las células aprovisionadas y ovipositadas

por las hembras subordinadas (Augusto & Garofalo, 2009). Dentro de las abejas
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corbiculadas, solo las abejas orquideas (Euglossini) exhiben varios niveles de sociabilidad,
incluyendo comunales, semisociales y primitivamente sociales, ademas de las especies
solitarias (Carvalho-Filho & De Oliveira, 2017). Se han documentado asociaciones
semisociales en varias especies, como Euglossa cordata (Linnaeus, 1758) y Euglossa
atroveneta Dressler, 1978, las cuales pueden presentar pequefias colonias con

organizacién semi-social (Augusto & Garofalo, 2009).

La eusocialidad es posiblemente la forma mas derivada de comportamiento social,
Danforth (2007), sostiene solo el 6% de las abejas son eusociales con division de la labor
reproductiva, la superposicién de generaciones, el cuidado cooperativo de las crias y la
presencia de una casta de trabajadores estériles, estos parametros son considerados
como una de las principales transiciones en la evolucion de la eusocialidad. Se pueden
diferenciar dos categorias de eusocialidad: la eusocialidad primitiva y la eusocialidad
avanzada (Libbrecht & Keller, 2015). La primera es caracteristicas de algunas especies de
la tribu Bombini, donde reinas y trabajadores que difieren solo en tamafio, con nuevos
nidos establecidos por una sola fundadora (Cardinal & Danforth, 2011). Mientras que la
eusocialidad avanzada se observa en las tribus Apini y Meliponini, donde reinas y
trabajadoras morfolégicamente distintas con nuevos nidos fundados por enjambres
(Michener ,1974; Kocher & Paxton, 2014). La eusocialidad esta taxondémicamente
extendida, y ha sido documentada en Apis mellifera Linnaeus, 1758, las abejas obreras
involucradas en la construccidn del nido, mientras que otras se encargan exclusivamente
de la alimentacion de larvas joévenes, el procesamiento de la miel o la proteccion de la
entrada del nido cuando intrusos amenazan la entrada de la colmena, (Amdam et al., 2011;
Page & Erber, 2002). A pesar de esto, las abejas sin aguijon (Meliponini) son el grupo mas
grande de abejas altamente eusociales con colonias perennes, una sola reina y
aproximadamente 100.000 trabajadores (Michener, 2007). Dentro de este grupo,
Tetragonisca angustula es una especie altamente eusociales que muestran un
comportamiento complejo (Dohanik, Souza, Lisboa, Zanuncio & Serréo, 2016) y un sistema
de defensa que involucra a dos grupos de guardias (Gruter, Menezes, Imperatriz-Fonseca
& Ratnieks, 2012).
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2.2 Evoluciéon del comportamiento social en abejas
corbiculadas (Apidae: Apinae: Apini, Bombini,

Euglossini y Meliponini)

Durante muchos afios, la comprensién de los origenes evolutivos de la eusocialidad ha
sido un foco de la investigacion evolutiva y etolégica (Danforth, 2001), por lo cual
numerosas hipotesis se han planteado para proporcionar informacién detallada sobre las
etapas tempranas de la evolucion eusocial y las transiciones evolutivas que ocurren en la
transformacién de la vida solitaria a la eusocialidad (Danforth, 2001; Kocher & Paxton,
2014). Segun Cardinal & Danforth (2011), la eusocialidad ha surgido al menos ocho veces
en insectos himendpteros, y cinco de esos origenes se encuentran en las abejas. Este
hallazgo concuerda con los de otros estudios, que indican que en las abejas se habrian
producido cinco origenes independientes de eusociabilidad en taxones que se
diferenciaron en el Cretacico Tardio, o mucho mas tarde en el Pale6geno (Almeida & Porto,
2014; Cardinal & Danforth, 2011; Gibbs, Brady, Kanda & Danforth, 2012), tres de ellos
ocurrieron en la familia Halictidae y los restantes origenes corresponden a los ocurridos en
especies de la familia Apidae (Flores-Prado, 2012, Hughes, Oldroyd, Beekman & Ratnieks,
2008).

En la subfamilia Halictinae se ha descrito mejor la eusociabilidad, ya que se han producido
multiples origenes de eusocialidad de forma independiente tanto comunales como
eusociales, e incluso mas numerosas reversiones a la existencia solitaria (Danforth, 2001;
Gibbs, Brady, Kanda & Danforth, 2012); ademas algunas especies exhiben variaciones
intraespecifica en el comportamiento social de varias abejas asociada con cambios en la
altitud o latitud (Gibbs et al., 2012). La evolucion del comportamiento eusocial avanzado
ocurrié dos veces en los corbiculados y quizas en el Allodapini, donde al menos una
especie muestra firmas de especializacion de castas morfolégicas (Kocher & Paxton,
2014). Segun, Tierney, Smith, Chenoweth & Schwarz (2008), las abejas de la tribu
Allodapini (Xylocopinae: Apidae) representan etapas tempranas en la evolucion del
comportamiento social, debido a que sus especies presentan niveles sociales variables y
especies solitarias basales filogenéticamente (Michener 1969, 1974, 2007). Estas hipoétesis

se han vuelto mas estables a lo largo de los, mientras que las relaciones entre las abejas
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corbiculadas han permanecido en gran medida inciertas en base a investigaciones

filogenéticas y discusiones publicadas desde la década de 1970 (Almeida & Porto, 2014).

Las abejas corbiculadas, comprende cuatro linajes que contienen especies o poblaciones
gue varian desde solitarias a eusociales, por ejemplo, los integrantes de la tribu Apini y
Meliponini presentan un comportamiento altamente eusociales, mientras que la mayoria
de los individuos de la tribu Bombini tienen un comportamiento “primitivamente” eusocial.
Por el contrario, la tribu Euglossini no tienen taxones eusociales y las hembras son
solitarias o comunitarias, dependiendo de la especie (Thompson & Oldroyd, 2004).
Cardinal & Danforth (2011), realizaron reconstrucciones de estados ancestrales para
dilucidar la historia evolutiva del comportamiento eusocial en abejas utilizando datos
moleculares de Cardinal, Straka & Danforth (2010). Sus resultados demostraron que el
estado ancestral de las abejas corbiculadas parece ser una eusocialidad primitiva, en
donde las abejas sin aguijén y las abejas de miel desarrollaron de manera independiente
un comportamiento eusocial avanzado, y se perdié en las abejas orquideas. Por su parte,
Peters et al. (2019) y Romiguier et al. (2015) encontraron un grupo monofilético de los tres
linajes con un estilo de vida eusocial (Apini, Meliponini y Bombini), sugieren fuertemente
un solo origen de eusocialidad en las abejas corbiculadas, sin reversion a la vida solitaria
en este grupo. Por otro lado, los datos moleculares sugieren un origen dual para la
evolucién de un comportamiento altamente eusocial en las abejas corbiculadas (Thompson
& Oldroyd, 2004).

2.3 Diferenciacion de castas en abejas sin aguijon

(Apidae: Meliponini)

Las abejas sin aguijon (Apidae: Meliponini) son abejas altamente eusociales distribuidas
en areas tropicales y subtropicales en todo el mundo y la mayoria de las especie se
encuentran en la region neotropical (Michener, 2007). Nidifican en casi cualquier cavidad
gue encuentren disponible, desde agujeros en arboles, pisos o paredes, o incluso tumbas
en los cementerios como la especie T. (T.) angustula (Parra, 1990). Son capaces de hacer
nidos completamente subterraneos, hasta cuatro metros bajo tierra (Geotrigona) o
completamente expuestos, pendientes de ramas de arboles (Paratrigona) o sobre paredes

de edificaciones (Partamona) (Nates-Parra, 2001). Los nidos los construyen con una
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mezcla de cera y resinas vegetales también llamada cerumen, y con batumen, que es un

material duro compuesto por barro, resinas vegetales y eventualmente semillas.

Todas las especies de abejas sin aguijon tienen la caracteristica de provisionar celdas de
cria antes de la oviposicion (Wille, 1983). De hecho para las abejas eusociales, el
aprovisionamiento de alimento es un factor que determina no solo la supervivencia sino
gue también las estructuras sociales de la colonia, el tamafio, la diferenciacién de las
castas y la produccion sexual. Por lo que para la mayoria de los géneros de abejas sin
aguijon la cantidad de alimento es el Unico factor responsable en la diferenciacion de las
castas (Prato & Soares, 2013). En el género Melipona por ejemplo, las reinas emergen de
celdas de cria que tienen el mismo tamafio que las celdas de cria de obreras y machos.
Por lo tanto, la reina y las obreras presentan el mismo tamafio (Ratnieks, 2001). Mientras
gue en todos los demas géneros de abejas sin aguijon, excepto Frieseomelitta y
Leurotrigona, las reinas se crian en celdas reales mas grandes, y su tamafio es mayor que
el de las obreras. Las celdas estan provisionadas del mismo alimento, solo que en las
celdas reales la cantidad en mayor (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). Aungue en el
género Melipona el 25% de las hembras puede convertirse en reinas, en los demas
géneros de abejas sin aguijon solo se convierten en reinas el 1 o 2% (Kerr, Stort &
Montenegro, 1966).

La determinacién de las castas en abejas sociales puede ser trofégena o trofogenética.
Cuando la determinacion es trofégena la reina y las obreras surgen de huevos
genéticamente idénticos, las diferencias son causadas por la cantidad y/o calidad del
alimento que consumen las larvas (Camargo, 1972). Mientras que en el mecanismo
trofogenético los huevos destinados a hembras pueden diferir genéticamente, y las celdas
de cria donde se mantienen los huevos son del mismo tamafio, pero las reinas surgen de
larvas que reciben una mayor cantidad de alimento, mientras que las obreras surgen de
larvas con pequefios suministros de alimento (Kerr et al., 1966). En las especies con el
mecanismo trofogénico, como las abejas meliferas y las abejas sin aguijon las celdas de
cria son mas grandes (celdas reales) que las de las obreras. En las abejas meliferas, la
determinacion de las castas resulta de la cantidad y la calidad del alimento (Beetsma,
1979). En abejorros y en abejas sin aguijén (excepto Melipona) la determinacion de las
castas se debe a la cantidad de alimento, en ambos grupos de abejas, las dietas
especifican las castas (Lisboa, Serrédo, Cruz-Landim & Campos, 2005; Winston, Michener

& Canada, 1977). Todas las abejas sin aguijén siguen una estrategia de aprovisionamiento
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masivo en el cuidado de las crias, es decir, las celdas de cria construidas con una mezcla
de cera y resina, se llenan con una cantidad determinada de alimento larval (Sakagami,
Beig, Zucchi & Akahira, 1963). En varias especies hay obreras que ponen huevos en las
celdas recién provistas de alimento (Klaus et al., 2006; Silva-Matos, Noll & Zucchi, 2000).
Estos huevos son comidos por la reina. Posteriormente la reina pone un huevo
reproductivo y la celda de cria es sellada inmediatamente. La secuencia de
comportamientos como la construccion de la celda, el aprovisionamiento de alimento larval,
la oviposicion por parte de la reina y ocasionalmente por obreras, y el sellamiento de las
celdas son especificas de las especies de abejas sin aguijon (Klaus et al., 2006; Sakagami
& Zucchi, 1974). Por otro lado, en este grupo de abejas no existe evidencia de danzas
ejecutadas por pecoreadoras, como ocurre en Apis, su comunicacion es por las glandulas

hormonales ubicadas en las patas (Baquero & Stamatti, 2007).

En los nidos de las abejas sin agujon se encuentran tres tipos de individuos o castas: la
reina, obreras los machos, cada uno tiene diferente anatomia y cumplen funciones
diferentes. La estratificacion social de las abejas sin aguijon consiste en una reina, que es
la abeja reproductiva de la colonia con una marcada diferencia morfolégica, su tamafio es
mayor al de las demas abejas de la colonia y su funcion principal es producir mas individuos
tanto hembras como machos, de igual manera otras reinas (Kwapong, Aidoo, Combey &
Karikari, 2010). Todas las reinas de meliponinos se apareas con un solo macho es decir
gue son monoandricas, de esta forma las obreras son hermanas y no existen subfamilias
(Nogueira-neto, 1997; Wille, 1983). La reina es la madre de todos los miembros de la
colonia y controla la organizacion y las actividades diarias del nido (Kwapong et al., 2010).
Su funcién principal es la postura de huevos fértiles que daran origen a las castas
siguientes, de ese modo mantienen vivas las colonias (Nogueira-neto, 1997). Tienen el
abdomen muy desarrollado puesto que la postura de huevos es muy intensa, esto permite
gue puedan ser identificadas a simple vista, generalmente se ubican en el area de cria del
nido. Todas las reinas de las especie se desarrollan en celdas reales, mucho mas grandes
gue las demas celdas. Algunas reinas virgenes pueden sustituir a la reina de la colonia en

caso de muerte de la reina actual, o enjambra para formar un nuevo nido (Wille, 1983).

Las obreras miden aproximadamente 4 mm de longitud, tienen el abdomen amarrillo y el
térax negro, las patas posteriores poseen tibias con corbicula para la recolecta del polen
(Veen & Sommeijer, 2000).Viven en promedio entre 30 y 40 dias (Nates-parra, Lopera &

Bricefio, 1989). Durante la vida adulta realizan diversas funciones dentro de la colmena
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siguiendo el siguiente orden de funciones: nodrizas, constructoras, guardianas y
pecoreadoras (Morales, Botero & Garcia, 1999). El porcentaje mayor de individuos en
colmena lo constituyen las obreras quienes se encargan basicamente de las labores de
construccioén, alimentacion de reina y larvas defensa y acopio de los recursos producidos
(Nogueira-neto, 1997). Inicialmente realizan tareas de enfermeria antes de dirigir su
atencion a deberes generales del hogar, luego realizan las tareas externas de vigilancia y
alimentacion (Hammel et al., 2016). Los machos son muy importantes en la parte
reproductiva de la colonia. Se desarrollan a partir de huevos no fertilizados. Las larvas se

alimentan con el mismo alimento larval que consumen las obreras (Kwapong et al., 2010).

A pesar de esto, la divisién del trabajo no esta bien estudiada en Meliponini, en solo
algunas especies como T. (T.) angustula se ha logrado observar la diferenciacién de
castas. Esta especie se caracteriza por presentar un amplio rango de distribucién, que va
desde México hasta Argentina, se adapta muy bien a ambientes naturales, urbanos y
deforestados. En Colombia se han registrado principalmente en los departamentos de
Amazonas, Antioquia, Boyaca, Caldas y Cundinamarca (Martinez, 2015; Nates-parra et
al.,, 1989). Sin embargo, se encuentran en un proceso acelerado de desaparicidon
provocado principalmente por la destruccion masiva de bosques y hébitats naturales lo que
conlleva de igual manera a un desequilibrio en el ecosistema (Silva & Paz, 2012). Como
se menciond anteriormente, esta especie tiene un comportamiento eusocial con colonias
de cientos de individuos, guiadas por una reina y con un sistema de castas bien
diferenciado, asi como la division del trabajo dentro de las obreras (Nates-parra et al.,
1989; Wille, 1983). Las actividades principales desarrolladas por los trabajadores de T. (T.)
angustula en la colonia abarca la siguiente sucesion: cerumen dentro y fuera del panal de
cria, limpieza de la colonia (manipulacién de desechos y eliminacion de desechos), corte
gue rodea a la reina durante el periodo de interoviposicién, visitas a los potes de
almacenamiento, aseo, manipulacion de resinas, trofallaxis y forrajeo (Grosso & Bego,
2002).
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2.4 Microorganismos asociados con abejas corbiculadas
(Apidae: Apinae: Apini, Bombini, Euglossini vy

Meliponini)

Las abejas corbiculadas visitan diferentes ambientes por lo cual pueden adquirir una
amplia comunidad de microorganismos que probablemente contribuyen con la nutricién, la
defensa contra enemigos naturales y la adquisicién de nutrientes (Dillon & Dillon, 2004;
Moran & Baumann, 1994). Diversas investigaciones han demostrado que existen
comunidades especializadas de bacterias que residen en el intestino de este grupo de
abejas (Babendreier, Joller, Romeis, Bigler & Widmer, 2007; Cox-Foster et al., 2007;
Martinson et al., 2010; Mohr & Tebbe, 2006; Olofsson & Vasquez, 2008). Por ejemplo, se
ha indicado que el intestino de A. mellifera (Apinae: Apini) hospeda una comunidad
bacteriana particular y se caracteriza por la presencia de géneros como Lactobacillus,
Bacillus, Streptococcus, Clostridium, Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella, Proteus y Pseudomonas (Carina Audisio et al.,
2011). Otros estudios en cambio incluyen que especies como Snodgrassella alvi,
Gilliamella apicola y Frischella perrara hacen parte de la comunidad microbiana de esta
especies de abeja (Powell, Martinson, Urban-Mead & Moran, 2014). Ahn et al. (2012)
determinaron las comunidades bacterianas en el intestino de A. mellifera y Apis cerana
Fabricius, 1793, mediante la secuenciacién de sus genes 16S rRNA; Este estudio
evidencidé que el intestino de estas especies estaba representado principalmente por
bacterias facultativamente aerdbicas como Lactococcus, Bartonella, Spiroplasma,
Enterobacteriaceae y Flavobacteriaceae en el caso de A. cerana, mientras que para A.
mellfera fueron frecuentes especies pertenecientes a Lachnospiraceae y Bifidobacterium.
También se demostrd que la diversidad bacteriana puede variar dependiendo de la etapa
de desarrollo en que se encuentre la abeja. En 2017, Khan y colaboradores reportaron que
A. mellifera jemenitica, pueden albergar en su tracto digestivo bacterias pertenecientes a
los filotipos Actinobacteria, Firmicutes y Gammaproteobacteria, consideradas como
habitantes intestinales beneficiosos. Por otro lado, Engel, Martinson & Moran (2012) y
vanEngelsdorp et al. (2009) sugieren que dicha microbiota presente en las abejas cuenta
con genes que pueden contribuir con la defensa de patdgenos, la desintoxicacion de
contaminantes ambientales y la digestion de las paredes celulares del polen. Estudios

previos han indicado que especies de la tribu Bombini exhiben una microbiota intestinal
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caracteristica que en algunos casos es similar a la reportada para las especies de la tribu
Apini, tales como Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Lactobacillales; las cuales podrian estar participando en la defensa contra patégenos
(Martinson et al., 2010; Koch, Cisarovsky & Schmid-Hempel, 2012). Lim, Chu, Seufferheld
y Cameron (2015) identificaron que la microbiota intestinal de Bombus atratus Franklin,
1913, Bombus bohemicus Seidl, 1837, Bombus convexus Wang, 1979, Bombus fraternus
(Smith, 1854), Bombus impatiens Cresson, 1863, Bombus pensylvanicus (De Geer, 1773),
Bombus terrestris (Linnaeus, 1758), Bombus terricola Kirby, 1837 y Bombus ussurensis
Radoszkowski, 1877 estaba conformada por especies de Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacillales, Betaproteobacteria, Flavobacteria y
Gammaproteobacteria, las cuales estarian desempefiando importantes efectos en la salud
individual y roles en la defensa contra enemigos naturales. De igual forma, se demostré la
presencia de las familias Neisseriaceae, Orbaceae, Lactobacillaceae y Bifidobacteriaceae
en el estbmago de B. terrestris cuando los nidos fueron mantenidos en condiciones de
laboratorio, mientras que cuando los nidos fueron sometidos a condiciones naturales se
observé la predominancia de la familia Enterobacteriaceae (Parmentier, Meeus,
Mosallanejad, de Graaf & Smagghe, 2015).

En el tracto gastrointestinal de abejas se ha reportado la presencia de multiples bacterias
de tipo acido lactico, las cuales muestran un efecto beneficioso sobre la sanidad de las
abejas (Killer, Dubna, Sedlacek & Svec, 2013) y contribuyen a la fermentacién del polen
dentro de los nidos (Vasquez & Olofsson, 2009). Diversos estudios han indicado que la
microbiota asociadas a la abeja destacan a Lactobacillus kunkeei como el miembro
dominante de LAB. En A. mellifera se han reportado siete especies de Lactobacillus
aisladas del tracto gastrointestinal, tales como Lactobacillus apinorum, Lactobacillus
mellifer, Lactobacillus mellis, Lactobacillus melliventris, Lactobacillus kimbladii,
Lactobacillus helsingborgensis y Lactobacillus kullabergensis (Olofsson, Alsterfjord, Nilson,
Butler & Vasquez, 2014). Asi mismo, un estudio realizado por Olofsson y Vasquez (2009)
se demostré que en Bombus spp. fue observada la presencia de una sola especie de

Lactobacillus.
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2.4.1Microorganismos asociados con abejas sin aguijon

(Apidae: Meliponini)

Los microorganismos presentes en colmenas de abejas han recibido considerable
atencion, estudios previos han reportado la existencia de una microbiota distintiva asociada
a las abejas de la tribu Meliponini. Varias especies de levaduras estan asociadas con
abejas sin aguijon, por ejemplo, Rosa et al. (2003) demostraron que existe una relacién
entre Starmerella meliponinorum con T. angustula y Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836),
mientras que Candida apicola fue abundante en adultos de Melipona quadrifasciata
Lepeletier, 1836. Del mismo modo, otras investigaciones han identificado la presencia de
hongos productores de compuestos que pertenecen a la familia biosintética de la geodina
(Monascus flavipigmentosus, Monascus mellicola, Monascus recifensis y Monascus ruber)
en la miel, el polen y el interior del nido de Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Barbosa et
al., 2017). Menezes et al. (2015) sugirié que el hongo Monascus sp., que crece dentro de
las células de cria de Scaptotrigona aff. depilis, podria ser importante para la salud larvaria.

Las abejas sin aguijon también pueden formar interesantes asociaciones con bacterias,
como muestra el trabajo de Gilliam, Roubik y Lorenz (1990), quienes aislaron diferente
especies de Bacillus del polen, la miel y las provisiones de la cria de Melipona fasciata
Latreille, 1811, especies como Bacillus megaterium, Bacillus circulans y Bacillus alvei
predominaron en estas muestras. En la investigacion de Vésquez et al. (2012),
Lactobacillus kunkeei fue identificada en muestras de miel de Melipona beecheii Bennett,
1831 y Meliponula bocandei (Spinola, 1853), posiblemente esta bacteria puede estar
contribuyendo en la sanidad de la colmena ya que es capaz de producir antibiéticos que
inhiben el crecimiento de patdégenos. Otro trabajo relacionado fue el de Leonhardt y
Kaltenpoth (2014), quienes describieron la relacién simbibtica entre Tetragonula
carbonaria (Smith, 1854), Austroplebeia australis (Friese, 1898) y Tetragonula hockingsii
(Cockerell, 1929) con Lactobacillales (Firmicutes), Beta-, Gamma-, y Alpha-Proteobacteria.
Un estudio mas reciente soporta la hipétesis de que las abejas sin aguijon mantienen una
estrecha asociacion con bacterias del filo Firmicutes, Diaz et al. (2017) indicaron la
presencia de L. kunkeii en individuos adultos de M. quadrifasciata. Asi mismo, reportaron

la presencia de Proteobacteria pertenecientes a la familia Acetobacteriaceae.
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Bacterias de la familia Acetobacteraceae mostraron una fuerte interaccion con Melipona
panamica, M. bocandei, ya que fue encontrada en el intestino de estas abejas (Koch, Abrol,
Li & Schmid-Hempel, 2013). Segun estos autores, la predominancia de estas bacterias
puede estar relacionada con el transporte de los recursos alimenticios al nido (transmisién

horizontal).

Si bien varios estudios han explorado la microbiota asociada a las abejas Meliponini, se
sabe poco de las comunidades microbianas asociadas al intestino debido a esto nuestra
investigacion pretende identificar la diversidad de microorganismos cultivables asociados
a los diferentes estadios de desarrollo, y edades de obreras de la abeja sin aguijon T. (T.)
angustula (Hymenoptera: Apidae - Meliponini).

2.4.2 Microorganismos asociados con abejas del género

Trigona senso lato (Apidae: Meliponini)

Los nidos de las abejas del género Trigona cuentan con una alta diversidad de
microrganismos asociados a la cuticula de las abejas, las reservas alimenticias y su
entorno (Menezes, Vollet-Neto, Contrera, Venturieri & Imperatriz-Fonseca, 2013; Teixeira
et al., 2003). Varias especies de levadura estan asociadas con Trigona (Tetragonisca)
angustula, Rosa et al. (2003) reportan la existencia de cepas de levaduras como
Starmerella meliponinorum en polen, miel y propéleo de esta especie. Estos autores
sefalan que la presencia de esta levadura en el intestino y en los recursos alimenticios de
T. angustula podrian jugar un papel importante en la nutricion de las abejas. Estudios
previos aislaron a Zygosaccharomyces machadoi sp. en el pellet de basura de T. (T.)
angustula (Rosa & Lachance, 2005). Se cree que la presencia de esta levadura es esencial
para las larvas ya que proporciona ergosterol, componente esencial en el desarrollo de

estas abejas (Paludo et al., 2018).

Este grupo de abejas también viven en estrecha asociacion con especies de Bacillus (Cruz-
Landim, 1996), estas bacterias constituyen un elemento clave en la secrecion de enzimas
causando la fermentacion y conversion de los componentes del polen (Cano et al., 1994;
Gilliam, Prest & Lorenz, 1989; Menezes et al., 2013). Barbosa et al. (2017), indicaron la
presencia de bacterias tales como Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus circulans

y Bacillus licheniformis presentes cominmente en Trigona hipogea. Recientemente, un
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estudio describi6 una simbiosis entre las abejas T. (T.) angustula y una bacteria.
Streptomyces fue uno de los géneros predominantes asociados a las celdas de cria de
Trigona (Tetragonula) laeviceps (Smith, 1857) y Trigona fuscobalteata (Cameron, 1908).
Del mismo modo, Promnuan, Kudo, Ohkuma y Chantawannakul (2012) detectaron la
presencia de dos especies de actinomicetos, tales como Streptomyces chromofuscus y
Streptomyces chiangmaiensis sp. asociados a los nidos de Trigona collina Smith, 1857. La
funcion de estas bacterias en los nidos de T. (T.) angustula no ha sido estudiado, sin
embargo, algunas investigaciones con hormigas y termitas plantean que dichas bacterias
asociadas son capaces de producir metabolitos secundarios capaces de inhibir el
crecimiento de entomopatdgenos (Chouvenc, Efstathion, Elliott & Su, 2013; Poulsen et al.,
2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del area de estudio

El trabajo se desarroll6 en el campus El Volador de la Universidad Nacional de Colombia
sede Medellin, el cual esta localizado a 6° 15’ 44”N, 75° 34’370 y a una altitud de 1496
m.s.n.m. Cuenta con un area de 272982 m?.Esta area esta ubicada en una zona de vida
de bosque humedo montano (bh-M), con una altura de 1479 m.s.n.m., una temperatura
promedio de 23 °C y una humedad relativa de 68.2 %. El campus el Volador cuenta con
una importante coleccidon de arboles y palmas (Arboretum y Palmetum) de diferentes
procedencias reunidas en el campus universitario (Teresita & Morales, 2012), aportando
una importante fuente de recursos de néctar y polen, vitales para el mantenimiento de

especies de abejas (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion espacial y satelital de Medellin y la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin. Google (s.f.). [Mapa de la Universidad Nacional de Colombia — sede Medellin en Google

maps]

3.2 Colmena de observacion

Aunqgue se han disefiado técnicas de cria de abejas sin aguijén en colmenas racionales
especializadas para diferentes especies. Es importante que para estudios méas detallados
como el de su comportamiento y actividades sociales se disefien colmenas especiales para
estos fines que permitan la observacion y manipulacién de las colmenas. Disefios de
colmenas de observacion realizados por Sakagami, (1966) para el estudio de
comportamiento de abejas sin aguijon entre ellas Trigona (Tetragonisca) angustula, en
donde se usa un Unica caja plana cubierta en varios lugares por vidrio transparente,
protegida por un pafio negro que se fijaba cuando no se hacia observaciones y con una
Gnica comunicacion al exterior a través de un tubo sin afectar el comportamiento normal
de las especies estudiadas, y técnicas para el estudio del comportamiento en Apis mellifera
realizados por Scheiner et al., 2013 en donde propone un disefio, fueron fundamentales
para disefiar y mejorar nuestra colmena de observacion, permitiendo estudiar el

comportamiento de T. (T.) angustula sin afectar el desarrollo normal de la colonia.

Con el objetivo de mejorar el disefio propuesto por Sakagami, (1966), se disefid una
colmena que cumpliera con los requerimientos de espacio, temperatura y humedad
apropiados para la especie, teniendo en cuenta lo reportado en la literatura por Hammel et
al, 2016; Torres, Hoffmann & Lamprecht, 2007.
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3.3 Marcaje de las abejas para las observaciones de

comportamiento

Para facilitar la observacion de los diferentes tipos de actividades realizadas por las abejas,
se marcaron las abejas en el mesonoto. Para desarrollar esta actividad, previamente se
evaluaron dos tipos diferentes de pintura (pintura para tela marca Acritela Roseta y pintura
acrilica al frio para aerografia marca Fine Art) y ocho colores (amarillo, rojo, verde, azul,
gris, blanco, purpura y naranja) para un total de 16 tratamientos.

Se marcaron 10 abejas obreras forrajeras por unidad experimental, enseguida se
confinaron en envases plasticos de cria. Durante los bioensayos se tuvieron dos controles:
el primero consistié en marcar con agua un grupo de 10 abejas y al segundo control no se
le aplico ningun tipo de tratamiento. Consecuentemente se necesitaron180 abejas
distribuidas en 18 envases plasticos de cria con 10 abejas cada uno. Todas las abejas
dentro de los envases recibieron el mismo tratamiento, es decir, el mismo tipo de pintura y
el mismo color. En cada recipiente se evaluaron las mortalidades cada 24 horas a término

de 8 dias (acumulando la mortalidad).

Todas las abejas fueron confinadas en envases plasticos de trasporte ventana lateral
marca Biologika ® y alimentadas artificialmente con agua azucarada en una proporcion
1:1. Para el marcaje de las abejas se utilizé un dispositivo de marcaje modificado de
Scheiner et al. (2013) y que consta de una jeringa de plastico de 5 ml, a cuyo cilindro se
le elimind el extremo inferior y se le adapté una malla con orificios de 0,3 mm de didmetro.
La longitud total del dispositivo fue de 4,8 cm (Figura 2). Las abejas marcadas durante el
bioensayo se colectaron con un aspirador para colectar insectos cerca a la entrada de un
nido de una colonia silvestre de Trigona (Tetragonisca) angustula ubicado en el campus
de la Universidad Nacional de Colombia — sede Medellin. Durante este proceso se
utilizaron ademas un estereoscopio marca Leica y un pincel de punta delgada para realizar

la marca de pintura en la abeja.

En total se marcaron 540 abejas individualmente, de las cuales 240 fueron marcadas con
pintura para aerografia marca Fine Art y 240 con pintura para tela marca Acritela Roseta
para un total de 480 abejas pintadas. Para los controles se necesitaron 60 abejas 30
marcadas con agua y 30 abejas sin ningun tipo de tratamiento, Gnicamente se ubicaron en

los recipientes de cria. El bioensayo se realiz6 con base en un disefio de bloques
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completos al azar con tres repeticiones. Se evaluaron las mortalidades acumuladas

durante 8 dias.

Figura 2. Dispositivo para el marcaje y marca de pintura en el mesonoto en la especie Trigona

(Tetragonisca) angustula.

3.4 Estudio del comportamiento de las diferentes castas de

Trigona (Tetragonisca) angustula

El estudio de comportamiento se realiz6 teniendo en cuenta los trabajos realizados por
Carvalho-Zilse (2005); Hammel et al. (2016); Nates-parra et al. (1989) y Scheiner et al.,
(2013) en donde describen actividades generales asociados a estas abejas. A partir de la
informacidon suministrada por los autores anteriormente mencionados se produjo una tabla
de comportamientos generales para la toma de las observaciones en el campo (Tabla 1).
Se realizaron observaciones diarias, 8 horas por dia, entre las 8 de la mafana y las 4 de
la tarde con intervalos de descanso de 10 minutos por cada 20 minutos de registro, para
un total de 288 horas. Debido a que las abejas sin aguijon nidifican en cavidades oscuras
(Nates-Parra y Rosso-Londofio, 2013), fue necesario ubicar la colmena en un cuarto
oscuro que se ilumino con luz roja, para poder llevar a cabo las observaciones sin alterar
el comportamiento normal de las abejas segun lo descrito por Sakagami (1966) (Figura 3).
Los datos de cada registro se tabularon en la tabla 1 y ademas se incluyé informacién con
respecto al color del integumento de la abeja observada, su edad en dias, la fecha de la

observacion y el tiempo utilizado por la abeja en cada actividad.
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Figura 3. Adecuacion del cuarto oscuro para que las observaciones del comportamiento al interior

de la colmena de observacion.
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Tabla 1. Comportamientos generales de abejas obreras de Trigona (Tetragonisca) angustula en el

nido.

Caminar C
Construir celdas CC
Actividad en los panales de cria Apc
Almacenamiento en los potes Almp
Actividad fuera de los panales de cria Afpc
Construccion de involucro Ci
Entrar y salir del nido e+sn
Trofalaxis T
Auto aseo Aa
Construccion Cst
Ventilacion \%
Inspeccién de celdas Idc
Construccion de potes Cp
Entrar en los potes Ep
Trabajar en la pila de residuos Tr
Remover los residuos Rr
Manipulacién de resinas Mrs
Vigilancia Vgl
Remover celdas Rcds
Construir la entrada Ce
Atacar enemigos naturales Ae
Abrir celdas Acds
Corte real Crl
Cerrar celdas Ccds
Asear a otras abejas Aoa
Depositar alimento en las celdas de cria dacds+c
Siendo atacada Sa
Proceso de provisionamiento y oviposicién de las celdas de cria Ppo
Depositar alimento en los potes Dap
Masticar resina Mr

Tomado de, (Carvalho-Zilse, 2005; Hammel et al., 2016; Lopera, & Bricefio, 1989; Scheiner et al.,

2013).
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Con los datos obtenidos en las observaciones se realizé un andlisis de correspondencias,
este andlisis es una técnica que se usa para representar graficamente tablas de
contingencia. Esto quiere decir que el insumo para este andlisis es la construccion de la
tabla en cuestién. Una tabla de contingencia es la que cruza dos variables categoricas,
presentando la frecuencia de aparicion de las diferentes categorias.

Puesto que los comportamientos son niveles de una variable categérica, no quedaba mas
gue categorizar también las edades para elaborar un Analisis de Correspondencias.

Para la construccién de la tabla en cuestion (Tabla 2), se parte de la informacién registrada
luego se construye una tabla de contingencia en la que se cruza cada una de las edades
con los comportamientos registrados. Para la construccion de la tabla 2, se utilizd la
funcionalidad de tablas dindmicas en Excel.

Tabla 2. Frecuencia de los comportamientos registrados durante las observaciones en la colmena
de Trigona (Tetragonisca) angustula. almp: almacenamiento en los potes, afpc: actividad fuera de
los panales de cria, tr: trabajar en la pila de residuos, cp: construir potes t: trofalaxis ep: entrar en
los potes, dap: depositar alimento en los potes, rr: remover residuos idc: inspeccion de celdas, cc:

construir celdas, c: caminar, ci: construir involucro, mr: masticar resina.

Edad afpc almp c cc ci cp dap ep idc mr rr t tr
10a 13 6 3 3 1 1 0 0 0 0O 0O 5 0 5
14 a 22 1 0 2 0 1 11 0 7 1 0 7 2 O
2a9 0 0 9 0 9 0 0 0 0O 5 0 0 O
23 a3l 0 0 3 8 3 1 0 4 3 3 9 1 0
33a35 0 0 2 0 0 0 4 4 0O 0 0 0 o0

3.5 Microorganismos asociados a las diferentes castas y edades

de Trigona (Tetragonisca) angustula

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de comportamiento, se seleccionaron
cinco abejas representativas de cada casta, se colectaron 46 individuos en total, los cuales
fueron llevados al laboratorio para la extraccion del intestino, se colectaban en tubos de
microcentrifuga tipo eppendorf que contenian 1ml de medio liquido (80% caldo y 20%

glicerol) para luego ser llevadas al laboratorio de Insectos y Biotecnologia de la Universidad
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Nacional de Colombia sede Medellin. La extraccion del intestino se realiz6 usando un
estereoscopio y ubicando al lado de un mechero para evitar la contaminacion por bacterias
aerobias, posteriormente el intestino se separé con la ayuda de dos pinzas entomolégicas
de punta dura marca Enthos las cuales fueron esterilizadas previamente. Finalmente las
muestras fueron almacenadas en tubos de microcentrifuga con su respectiva etiqueta y se

preservaron a una temperatura de -20°C para su posterior tratamiento (Figura 4).

Figura 4. Extraccion del intestino de Trigona (Tetragonisca) angustula.

3.5.1 Aislamiento de microorganismos intestinales de Trigona

(Tetragonisca) angustula

El aislamiento de las bacterias cultivables obtenidas del intestino se realiz6 en el
Laboratorio de Insectos y Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin. Los aislamientos se realizaron en medio sélido (agar y caldo nutritivo) con un pH
ajustado a 9.0 usando hidréxido de sodio-NaOH, con la finalidad de adecuar un medio que
presente caracteristicas similares a las del pH basico del intestino de estos insectos. Luego
de realizada la extraccién del intestino, cada una de las muestras fueron maceradas
mediante el uso de un micropistilo con la finalidad de aislar las comunidades bacterianas
presentes en esta estructura. Posteriormente con cada una de las muestras se realizaron
diluciones seriadas, para realizar este procedimiento fue necesario tomar 100 ul y se
inocularon en agar nutritivo (medio solido). Finalmente las cajas fueron incubadas a 29°C
por un periodo de 24 horas.
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Cada colonia con caracteristicas morfolégicas diferentes fue separada en medio sélido y
sembrada por agotamiento. Las cajas Petri se incubaron bajo las mismas condiciones
establecidas anteriormente, posteriormente cada colonia purificada se almacené a -20°C
en tubos de microcentrifuga con caldo nutritivo y glicerol (80/20%). Al mismo tiempo estas
cepas se caracterizaron macroscopicamente teniendo en cuenta caracteres como forma,
superficie, borde, elevacion y textura. En total se procesaron y aislaron los
microorganismos de nueve grupos que incluian las diferentes edades y castas de T. (T.)

angustula tales como intestino de la reina, larva, pupa, entre otros (tabla 3).

Tabla 3. Muestras (intestinos) aisladas en el laboratorio para los cultivos, con su respectivo codigo.

Grupos Cdédigo
Reina |_Rei
Larva Lar
Pupa Pup
Intestino obrera de 2 a 9 dias |_2-9
Intestino obrera de 10 a 13 dias | 10-13
Intestino obrera de 14 a 22 dias | 14-22
Intestino obrera de 23 a 31 dias | 23-31
Intestino forrajera de 32 a 35 dias IF_ 32-35
Intestino guardiana de 32 a 35 dias IG_32-35

Con el objetivo de evaluar la carga microbiana de las muestras, se realizé el conteo de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) de cada uno de los aislados bacterianos. Para

obtener el valor final, se utiliz6 la siguiente formula:

UFC/ml = (no. de colonias/volumen inoculado) * Inverso del factor de dilucién

3.6 Identificacion bacteriana

Para realizar la identificacion de las bacterias asociadas a los diferentes grupos etarios de
T. (T.) angustula, se realizaron pruebas moleculares mediante la secuenciacion del ADNr
16S en el Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales de la Universidad
de Antioquia (PECET). La amplificacion del gen 16S rRNA se realiz6 utilizando los primers
bacterianos universales 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 ') y 1492R (5'-
TACGGYTACCTTG-TTACGACS). El coctel de amplificacion por PCR consta de 1 uL de
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plantilla de ADN, 0.5 pL de 10 pmol cada primer, 12.5 pL GoTaq Green Master Mix 2X y
10.5 pL de agua libre de nucleasas. La PCR se realiz6 en el termociclador Arktik utilizando
las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 5 minutos, seguida
de 35 ciclos de amplificacion (20sa95°C,45sa50°C,1,5mina72°C)y 10 mina72
° C Para la extension final.

3.7 Analisis de lainformacidn

Una vez obtenidas las secuencias se aplicé un andlisis de correspondencia canoénica
(ACC) para determinar las relaciones entre las microbiota intestinal identificada por
secuenciacion y los grupos etarios dentro de las obreras (determinados segun
comportamiento: obreras entre 2 a 9 dias, obrera entre 10 a 13 dias, obreras entre 14 a 22
dias, obreras entre 23 a 31 dias, obreras (forrajeras) entre 32 a 35 dias, obreras
(guardianas) entre 32 a 35 dias, intestino de la reina, larvas y pupas. Para realizar este
analisis se us6 el programa R version 3.1.1. Asi mismo, se realizé un analisis de similitud
teniendo en cuenta los valores de presencia ausencia de los morfotipos por estadios y
edades. A partir de la matriz de similitud realizada, se obtuvo un dendograma de similitud
elaborado por medio de un analisis de agrupamiento por pares mediantes el método de
promedios no ponderados (UPGMA). Para este analisis se emple6 el indice de Jaccard,
utilizando para su construccion el programa PAST 1.63 (Hammer, Harper & Ryan. 2001).
Este andlisis se realizé con la finalidad de establecer la similitud en la composicién de

morfotipos entre el intestino de los diferentes estadios y edades T. (T.) angustula.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Colmena de observacion

Se realizdé un disefo digital de la colmena de observacion (Figura 5), el cual consta de tres
modulos, el de cria, el de observacién y el de produccion (Figura 8). Cada modulo tiene una
entretapa de vidrio y una tapa o techo. Asi mismo se cre6 un area horizontal que permitiera

mejorar la observacion y manipulacién de las abejas.

Cada modulo tiene en sus laterales tres orificios de 2 cm de diametro a fin de permitir el paso de
abejas entre las areas, del mismo modo, en el &rea de produccién se ubico un orificio que sirve

para que las abejas tengan acceso al exterior y en donde puedan construir su tubo de entrada.

El médulo de cria presenta un tamafio de 11,2 cm de alto, 13,7 cm de ancho y 23,5 cm de largo,
se ubica al lado de los médulos de observacién. Tiene una base o piso de 23,5 cm de largo y
13,7 cm de ancho. Durante el desarrollo de la investigacién se realizaron modificaciones que
permitieron mejorar el espacio donde se ubicé la colonia, las modificaciones se hicieron en este
modulo puesto que presenta un tamafio mayor al resto de los mdédulos debido a que en este

lugar permanece la reina depositando los huevos y desarrollandose nuevas abejas.

Los médulos de observacién y produccién tienen cada uno el mismo tamafo, 7,5 cm de alto, 13,7
cm de ancho y 23,5 cm de largo. En el m6dulo de observacion se dejaron discos de cria con el
fin de hacer seguimiento a la emergencia de los individuos inmaduros, y en el médulo de

produccion se ubicaron potes de almacenamiento de miel y polen.
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Figura 5. Disefio digital de cada una de las piezas de la colmena de observacién, utilizado para el corte

de las piezas y su posterior construccién (disefio digital Pablo Ochoa).

Posteriormente, en el Laboratorio de Fabricacion (FabLab) de la Universidad Nacional de
Colombia sede — Medellin se desarroll6 el proyecto de elaboracion, de la colmena de observacion
basado en el disefio digital. Se utilizé una Cortadora de Corte Numérico (CNC) con una fresa de
punta redonda de 74" para fabricar la colmena de observacion (jError! No se encuentra el origen

de lareferencia.). Cada médulo de la colmena es desmontable, lo que permite hacer una mejor

inspeccién y manipulacion de la colonia (

Figura 7. Ensamblaje de la colmena de observacion terminada, las partes de la colmena son
desmontables permitiendo una buena inspeccion y manipulacion del nido de las abejas

).
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Figura 6. Corte de las partes de la colmena de observacion en el Laboratorio de Fabricacién (FabLab) de

la Universidad Nacional de Colombia sede — Medellin.

Figura 7. Ensamblaje de la colmena de observacién terminada, las partes de la colmena son desmontables

permitiendo una buena inspeccion y manipulacion del nido de las abejas
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Figura 8. Colonia de Trigona (Tetragonisca) angustula establecida en la colmena de observacién.

Para el traspaso de la colonia de abejas a la colmena de observacién, se retiré una de las tapas
de una colmena racional, luego se removieron los potes de miel y de polen, después se transfirio
completamente la cria envuelta en su involucro junto con los potes de comida. El procedimiento
se realiz6 de una manera rapida y limpia, todos los instrumentos y herramientas utilizados fueron
previamente esterilizados. Una vez realizado el traspaso, se dejé a la colonia en un periodo de
adaptacion a la colmena de observacion por un periodo de 3 meses, durante este tiempo se
hicieron monitoreos constantes con el fin de detectar la presencia de enemigos naturales o algin
tipo de alteracion en la poblacion de la colonia. De igual manera se tomaron registros de
temperatura y humedad (jError! No se encuentra el origen de la referencia.jError! No se
encuentra el origen de lareferencia.) en donde se encontrd una temperatura media de 22,78°C
y una humedad relativa promedio de 63,93%. La época en donde se registré el valor mas alto de
temperatura fue en agosto del afio 2017 con 26,0 °C y una humedad de 55,6% mientras que en
marzo del mismo afio fue el periodo en donde el registro de temperatura fue el mas bajo con 17,6
°C y una humedad relativa de 58,4%. Durante la época en la que se realiz6 la investigacion
predominaron lluvias con temperaturas bajas, afectando la tarea de forrajeo y la disponibilidad

del recurso alimenticio en el campus universitario.
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Figura 9. Promedio de Temperatura y Humedad durante el tiempo que permanecié la colonia en la

colmena de observacion.

El desarrollo de la colonia en la colmena de observacion fue bueno, se observé actividad en el
nido en su gran mayoria en horas de la mafana entre las 9:00 am finalizando en la tarde entre
las 3:00 pm y 4:00pm. Estos registros de actividad coinciden con estudios realizados por Morales
Soto, Botero Garces, & Garcia Mejia, 1999, en T. (T.) angustula, en donde reportan una alta
actividad entre las 9 a.m. y las 3 p.m. registrando la mayor actividad durante las 10y 11 a.m. con
un promedio de 300 abejas activas. Las actividades disminuian constantemente de 3 p.m. en
adelante, hasta finalizar a las 7 p.m. Con dias claros y temperaturas favorables al vuelo, cerca al
anochecer registraron el cese de actividades. Aunque la temperatura en nuestra colmena de
observacion fue variable, la actividad en la colonia fue contante, permitiendo el registro de su
comportamiento social. EI mantenimiento de la temperatura es fundamental para el buen
desarrollo de la colonia puesto que las abejas sin aguijon tienen poca tolerancia a temperaturas

bajas y esto podria alterar su normal desarrollo (Torres et al., 2007).

Las técnicas para la cria de abejas sin aguijén en colmenas racionales para diferentes especies
fueron desarrolladas por Nogueira-Neto (1997). Sin embargo para conocer mas de cerca su

comportamiento y actividad social, se necesita de un tipo especial de colmena.

La colmena de observacion presenta caracteristicas similares en disefio, respecto a las usadas
en diferentes estudios de comportamiento (Hebling, 2015; Costa & Venturieri, 2007; Sakagami,
1966; Torres et al., 2007), no obstante, este modelo permite una mejor manipulacién del nido y
no afecta el comportamiento normal de la colonia. Adicionalmente, el disefio de modulos permite

ampliar el espacio de la colmena sin afectar directamente la colonia.
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Colmenas disefiadas por Sakagami (1966) adaptan a las colmenas un termostato que permita
regular la temperatura, esto mejora las condiciones de cria y observacién al manterner regulada
la temperatura dentro de la colonia (Costa & Venturieri, 2007). Sin embargo, dadas las
condiciones climaticas en el &rea de trabajo, no fue necesario implementar un termostato y su

desarroll6 fue normal sin afectar su comportamiento.

4.2 Técnicade marcaje para Trigona (Tetragonisca) angustula

Diferentes autores han desarrollado técnicas de marcaje en abejas que han permitido realizar
estudios de comportamiento describiendo una serie de labores realizadas por las abejas y
categorizandolas por castas. Algunas de las técnicas consisten en utilizar diferentes tipos de
pintura, puntos plasticos e incluso etiquetas que no influyen en el comportamiento y la viabilidad
de las abejas (Hammel et al., 2016; Piper, 2003; Scheiner et al., 2013). En este estudio se utilizd
una técnica de marcaje propuesto por Scheiner et al. (2013) para el estudio de comportamiento
de A. mellifera'y se adapto para marcar T. (T.) angustula utilizando los dos tipos de pintura antes
descritos. Se encontré que la técnica facilita el marcaje y las pinturas que se evaluaron fueron
permanentes y duraderas. Sin embargo se encontraron diferencias entre el tipo de pintura, y se

determiné que la pintura para aerografia influyé mas en la mortalidad de los individuos.

En el andlisis de varianza que se realizé entre los tratamientos evaluados se encontrd que el
valor P en las pinturas es menor a 0,05 estableciendo diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos que se utilizaron con los dos tipos de pintura (p<0.0103) como se muestra

en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.4.

Tabla 4. Analisis de varianza entre los tipos de pintura utilizados en la técnica de marcaje de Trigona

(Tetragonisca) angustula.

Origen de las variaciones DF Suma de cuadrados | Cuadrado medio F Pr>F
Pintura 1 9.33 93.31 7.497 | 0.0103*
Color 7 6 0.857 0.689 | 0.6806
Error 30 37.34 12.45

Total 37 52.67

Aunque los tipos de pinturas que se utilizaron en el bioensayo se han usado en técnicas de

marcaje de abejas meliferas, nuestros resultados se diferencian con los de Scheiner et al. (2013),
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ya que el autor propone el uso de pinturas acrilicas para marcaje, sin embargo este tipo de pintura
produjo mayor mortalidad a las abejas (Figura 10).

La pintura para tela ha sido poco usada en técnicas de marcaje, no obstante, resultd 6ptima en
las abejas sin afectar su viabilidad, y la durabilidad de la pintura fue constante durante todo el
ensayo siendo este tipo de pintura la que acumulé la menor mortalidad, por lo que podemos
inferir que este tipo de pintura sirve como marca duradera sin que se vean afectadas las abejas
de la especie T. (T.) angustula.

= = N N
o (631 o (631

Promedio de mortalidad (%)
6]

Aerografia Tela Control
Tratamientos

Figura 10. Promedio de mortalidad causado por los tipos de pinturas en el estudio de comportamiento de
las castas de Trigona (Tetragonisca) angustula.

4.3 Estudio de comportamiento de las castas de Trigona

(Tetragonisca) angustula

El estudio de la division del trabajo en insectos sociales, especilamente del orden Hymenoptera
ha sido abordado por diferentes autores (Camargo, 1972; Grosso Ferreira & Bego Rolandi, 2002;
Kerr et al.,1966; Seid & Traniello, 2006) , encontrando que existe un patron de correlacion entre
la edad y las tareas ejecutadas por las obreras, lo que se ha nombrado como polietismo temporal.

A pesar de existir diferencias entre las diferentes especies estudiadas (Hammel et al., 2016;
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Mateus, 2019) se ha detectado un patrén para todas el cual consiste en cuatro tareas comunes,
las cuales son: (1). Incubacién y reparacion para la cAmara de cria; (2) construccion y provision
de las celdas, limpieza del nido y alimentacion de adultos jovenes y reina; (3) limpieza del nido,
reconstruccion del involucro, recepcion, almacenamiento del nectar y polen, y presencia de
abejas guardianas que se encuentran en la entrada del nido; (4) forrajeras de nectar, polen y
otros materiales (Wille, 1983). Trabajos realizados con T. (T.) angustula han reportado flexibilidad
en la respuesta de las obreras de diferentes edades en el momento de ejecutar una tarea, las
obreras jovenes producen cera y trabajan en las celdas de cria y en la medida que van
envejencido las actividades que ejecutan van cambiando hasta realizar la Ultima labor que es
forrajeo fuera de la colmena (Cepeda, 2006). A pesar, de los estudios realizados con diferentes
especies de la tribu Meliponini son pocos los trabajos reportados para T. (T.) angustula, cabe
destarcar el trabajo de Hammel et al. (2016). Los resultados obtenidos en el trabajo coinciden en

varios aspectos con el trabajo citado.

Las diferentes actividades registradas y consignadas en el etograma, fueron sometidas a un
andlisis de correspondencias en donde se establecieron rangos de edades en los que las abejas
realizan actividades especificas o tipicas. El andlisis muestra la distancia entre las edades y la
actividad realizada en la colonia, es decir, a mayor distancia en el plano la actividad o funcién en
la colonia se vuelve especifica para una edad y a distancias menores las actividades se vuelven
generales entre edades (Figura 12). En el analisis de correspondencias la edad esta
representada por puntos azules y la actividad con puntos de color rojo. En este andlisis se
identificaron 5 grupos (circulos negros en la jError! No se encuentra el origen de la

referencia.12) de edades con funciones especificas en la colonia.
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Frecuencia en que las abejas realizaban las tareas
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Edad de las abejas de T. (T.) angustula en dias
Figura 11. Tareas realizadas por Trigona (Tetragonisca) angustula, la grafica muestra la frecuencia de
cada tarea realizada en el nido por las abejas segun la edad. Se presentan 13 comportamientos. almp:
almacenamiento en los potes, afpc: actividad fuera de los panales de cria, tr: trabajar en la pila de
residuos, cp: construir potes t: trofalaxis ep: entrar en los potes, dap: depositar alimento en los potes, rr:
remover residuos idc: inspeccién de celdas, cc: construir celdas, c: caminar, ci: construir involucro, mr:

masticar resina.

En general se encontro que las obreras de T. (T.) angustula durante los primeros 2 a 9 dias las
abejas dedican el mayor tiempo del dia a construir involucro, masticar resinas y caminar en el

nido; cabe mencionar que estas actividades también la realizan abejas con otros rangos de
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edades, solo que para las abejas que estan en el rango de 2 a 9 dias estas actividades son
frecuentes (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) y por esta razén se ubican en
la parte central (entre los ejes) del plano del analisis de componentes, este resultado coincide en
algunas labores con el trabajo de Hammen et al. (2016) en el cual dos actividades coinciden
como tarea principal masticar resina y construir involucro, igualmente Mateus et al. (2019) reporta
para Melipona marginata un comportamiento semejante. Cuando las abejas se encuentran en un
rango de edad entre 10 a 13 dias se observd que empiezan a desarrollar actividades por fuera
de los panales de cria, y se observo a las obreras realizando almacenamiento de alimento en los
potes, actividad que se considera parte del proceso de produccion de crias conocido como
aprovicionamiento y proceso de oviposicion (POP) en ingles (Provisioning and Oviposition
Process), contrario a lo reportado por Hammel et al. (2016), los autores encontraron que esta
casta realiza un mayor nimero de actividades como construccién del involucro e inspeccién de
las celdas. Las abejas entre 14 a 22 dias en su mayoria se encargan de la construccion de los
potes de almacenamiento de comida (miel — polen), trofalaxis con obreras mas jovenes e
inspeccion de los potes de alimentacion, para esta edad, la unica labor que claramente coincide
con Hammel et al. (2016) es la de trofalaxis. Las obreras con edades de 23 a 31 se concentraban
en la construccién de las celdas y en su inspeccion, esta actividad difiere totalmente del trabajo
de Hammel et al. (2016) en la cual las obreras cumplan la actividad de guardianas. Finalmente
las obreras de mayor edad 33 a 35 solo se les observo depositando alimento en los potes y
actividades de forrajeo (Figura 12), estd edad no fue tenida en cuenta en el trabajo citado.
Cuando terminaron las observaciones entre los dias 36 y 37 las obreras marcadas se observaban

muy raramente, lo que sugiere que la mayoria habia muerto.
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Dimension 2 ( 29.2 % )

Dimension 1 ( 31.9 % )

Figura 12. Andlisis de correspondencias de las actividades segun las edades de Trigona
(Tetragonisca) angustula. Se observan 5 grupos de edades muy bien definidos, de 2 a 9 dias, de
10 a 13 dias, de 14 a 22 dias, de 23 a 31 dias y de 33 a 35 dias de edad. Los triangulos azules
representan las actividades realizadas por las abejas y los puntos azules representan a cada grupo
de edad encontrado. almp: almacenamiento en los potes, afpc: actividad fuera de los panales de
cria, tr: trabajar en la pila de residuos, cp: construir potes t: trofalaxis ep: entrar en los potes, dap:
depositar alimento en los potes, rr: remover residuos idc: inspeccién de celdas, cc: construir

celdas, c: caminar, ci: construir involucro, mr: masticar resina.

Los resultados muestran que las obreras de T. (T.) angustula realizan actividades claramente
asociadas a la edad de las obreras, en las primeras semanas las actividades estdn asociadas a
tareas cerca de las celdas de cria, posteriormente se trasladan a realizar actividades mas cerca
a los potes de alimentacion y construccion del nidos y finalmente las obreras adultas realizan
actividades de forrajeo. Esta secuencia temporal mejor conocida como polietismo temporal ha
sido reportada para varias especies de abejas sin aguijon e insectos sociales en general
(Robinson, 1992; Cepeda, 2016). En el trabajo se pueden observar claramente cinco grupos lo

gue coincide con el trabajo de Hammel et al. (2016), aunque no necesariamente coincide las
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tareas ejecutadas por las obreras y la misma edad como es el caso de el comportamiento de las
guardianas (23 a 31 dias). Esto podria deberse a que el comportamiento de las abejas sin aguijon
puede ajustarse dependiendo de las necesidades de la colonia como ya ha sido reportado por
autores como Sakagami (1982), Cepeda (2016). Se podria sugerir que la “especializacion” o
“elitismo” como lo reportan algunos autores tambien es un proceso temporal que estaria sujeto a
las condiciones de la colonia, teniendo en cuenta que la mayoria de estudios realizados estan

delimitados en el tiempo y espacio y es dificil realizar una prediccion mas amplia.

4.4 ldentificacion bacteriana

Se aislaron un total de 2653 colonias bacterianas asociadas al tracto digestivo de diferentes
estadios y edades de obreras de Trigona (Tetragonisca) angustula (tabla 6). Teniendo en cuenta
color, el tamafio y las diferencias morfolégicas de las colonias, se registraron 34 aislamientos
bacterianos agrupados en 14 morfotipos, de estos, se seleccionaron diez cepas bacterianas
(ocho aisladas en agar nutritivo y dos en MRS) para la caracterizacion molecular (secuenciacion
de 16S rDNA). Es importante mencionar que estas cepas bacterianas fueron seleccionadas
debido a la alta predominancia entre los estadios y edades de las muestras de T. (T,) angustula;
ademas de que se sabe muy poco acerca de las comunidades que colonizan el intestino de las
reinas. Otro factor que incidi6 en la seleccion de las cepas bacterianas de la reina estuvo
relacionado con la presencia de morfotipos exclusivos, los cuales reflejan que en esta casta los
individuos cuentan con una microbiota central caracteristica que puede estar cumpliendo una
funcién en la productividad (reproduccién, oviposicién o en la fertilidad de los huevos colocados)

de la colonia.

La caracterizacion de las bacterias intestinales de obreras de T. (T.) angustula condujo a la
identificacion de dos filos, 4 géneros y 8 especies. En la Tabla 3, se muestran las especies
bacterianas aisladas del intestino de las abejas sin aguijén, y su porcentaje de similitud. De las
especies identificadas, el 75% pertenecian al filo Firmicutes (6 especies), mientras que el 25%
restante hacian parte del filo Proteobacteria (2 especies); cabe mencionar que la mayoria de los
aislamientos pertenecian al género Bacillus (tabla 3). Estudios realizados con métodos
dependientes e independientes del cultivo, han demostrado que el intestino de larvas y adultos
esta dominado por tres grandes filotipos bacterianos como Firmicutes, Proteobacterias y
Actinobacterias (Jeyaprakash, Hoy & Allsopp, 2003; Vojvodic, Rehan & Anderson, 2013; Meeus
et al., 2015). Estos filotipos estan compuesto por un pequefio numero de clados bacterianos,
como Firm-4, Firm-5 (Firmicutes), Bifido (Actinobacterias) y Alpha-2.1, Alpha-2.2, Alpha-1, Beta,
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Gamma-1 y Gamma- 2 (Proteobacterias) (Tarpy, Mattila & Newton, 2015). En el 2012, Moran,
Hansen, Powell & Sabree reportaron la presencia de un conjunto distintivo de bacterias en el
tracto intestinal de obreras adultas de A. mellifera pertenecientes principalmente a los filos
Proteobacterias (Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria) y Firmicutes. Por su parte Vojvodic
et al., (2013), aislaron Firmicutes del canal alimentario de las larvas de abejas meliferas africanas
y europeas, que es consistente con nuestros hallazgos. Sin embargo, en dicho trabajo, no se
observo la presencia de las especies Enterobacter cowanii y Leuconostoc pseudomesenteroides
que fueron las mas comunes en nuestro estudio. Parmentier et al. (2016) reportaron en Bombus
pascuorum, que las comunidades bacterianas intestinales de la larva estaban dominadas por

filotipos de bacterias Enterobacteriaceae y Lactobacillaceae.

Como se mencion0 anteriormente, la comunidad bacteriana estaba representada principalmente
por especies del género Bacillus en todas las muestras del intestino. Este género ha sido aislado
comunmente en diferente estadios, por ejemplo del intestino de larvas y adultos de A. mellifera
(Al-Ghamdi, Ali Khan, Javed Ansari, Almasaudi & Al-Kahtani, 2018), asi como también de sus
colmenas y de los recursos florales circundantes (néctar floral) (Wang, Zhao, Xu, Wang & He,
2015); por lo tanto, las abejas sin aguijon y las meliferas, pueden ser una fuente de inoculo y
posibles transmisores de su microbiota de una generacion a otra o través del contacto social
horizontal (i.e. trofalaxis) y la interaccion con otros congéneres dentro del nido. Por otra parte, es
importante mencionar que los miembros del género Bacillus se les ha atribuido diferentes
funciones dentro de estos reservorios, en algunos casos pueden estar cumpliendo un papel
benéfico en el intestino de abejas meliferas, debido a que mostraron accion inhibitoria contra
Paenibacillus larvae agente causal de la enfermedad denominada Loque americana, que afecta
a los estadios de larva y de pupa de la abeja (Apis mellifera). (Gilliam 1990; Evans & Armstrong
2006; Sabaté, Carrillo & Audisio, 2009) causando pérdidas econdmicas sustanciales a los
apicultores. Esto concuerda con el trabajo realizado por Alippi & Reynaldi (2006), quienes
reportaron que los metabolitos secundarios producidos por B. cereus, B. licheniformis, B.
laterosporus y B. megaterium inhiben el crecimiento de 17 cepas de P. larvae. En el 2015, Tarpy,
Mattila & Newton indicaron que la presencia de Bacillus en el intestino de las abejas estaba
directamente asociada con el aumento de la amilasa que ocurre en el néctar ella interior del

intestino anterior de las abejas.

Curiosamente, ninguna de las etapas de la vida de T. (T.) angustula contenia microorganismos
pertenecientes al filo Actinobacterias, como los miembros de Corynebacterium que se han

encontrado comunmente en el intestino de otras abejas como A. mellifera (Mohr & Tebbe, 2006;
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Anjum et al., 2018). Esto podria deberse a que la poblacion era relativamente baja en nuestras
muestras, o que no pudo ser detectado por la metodologia utilizada. Disayathanoowat, Young,
Helgason & Chantawannakul (2011), manifestaron que los grupos mas comunes en el intestino

de las abejas son las Proteobacterias y los Firmicutes, lo cual concuerda con nuestros resultados.
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Tabla 5. Caracterizacion morfologica e identificacion de las cepas bacterianas aisladas del tracto
intestinal de Trigona (Tetragonisca) angustula.

. . Método de
Morfologia de colonias . e
identificacion
Origen de la Descripcion o . .
y p’ . Descripcidn microscopica ADNr 16 S
Cepa muestra para macroscépica
aislamiento Forma, Borde,
Elevacion, Superficie, Morfologia bacteriana Especie
Consistencia, Color
Redonda, Regular, .
UNCSABO09 . . . . . Bacillus
Intestino Reina | Plana, Lisa, Cremosa, Bacilos Gram positivos .
01 . megaterium
Marrén
UNCSABOS Redonda, Regular, Bacteria anaerdbica Paenibacillus
Intestino Reina Elevada, Lisa, facultativa formadora de .
-02 provencensis
Cremosa, Crema endosporas
UNCSABO9 _ _ Puntiforme, Regular, .
0, Intestino Reina, Elevada, Lisa Bacilos Gram positivos Bacillus
UNCSABO9 Int_14-22 ’ ' P licheniformis
14 Cremosa, Crema
Irregular, Irregular,
UNCSAB09 . . ) . - .
04 Intestino Reina | Plana, Lisa, Cremosa, Bacilos Gram positivos Bacillus cereus
Crema
UNCSABO9 . . Redonda, Regular,
-05, Intestino Reina, . . " . .
Elevada, Viscosa, Bacilos Gram positivos Bacillus subtilis
UNCSAB08 Int_gua
20 - Cremosa, Crema
Irregular, Irregular, Bacteria aerobica, gram-
NCSAB . .
v Ciz 09 Int_10-13 Plana, Rugosa, variable, formadora de Bacillus flexus
Cremosa, Crema endosporas, oxidasa positiva
Redonda, Regular, . .
UNCSAB09 . . .g Bacteria gramnegativa, Enterobacter
Intestino Reina Elevada, Lisa, ' . .
21 Anaerobio facultativo cowanii
Cremosa, Blanco
CSAB09 Redonda, Regular, Bacteria grampositiva catalasa Leuconostoc
UNCSAB : . )
Intestino Reina Elevada, Lisa, 9 P . pseudomesente
-22 negativa :
Cremosa, Blanco roides

4.5 Riquezay abundancia de bacterias intestinales asociadas
a diferentes edades y casta de Trigona (Tetragonisca)

angustula

A partir de las 46 muestras de los diferentes estadios y edades de Trigona (Tetragonisca)
angustula se registraron 34 aislamientos bacterianos agrupados en 14 morfotipos, de los cuales

el 85.7% de ellos se aislaron en medio agar nutritivo y el 14.2% restante en el medio M.R.S (tabla
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4). La mayoria de los aislamientos estuvieron asociados a Enterobacter cowanii y a Leuconostoc
pseudomesenteroides con siete aislamientos cada uno. Por su parte el 78.5% de los morfotipos
presentaron abundancias relativas menores al 1.5%, mientras que Leuconostoc
pseudomesenteroides represento el 67% de la abundancia total registrada. La Tabla 6 muestra
la frecuencia de morfotipos encontrados en cada uno de los estados de desarrollo y castas

evaluados en este estudio.
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Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias aisladas de estadios de desarrollo y edades de obreras Trigona (Tetragonisca) angustula.

Bacillus Paenibacillus Bacillus Bacillus Bacillus Morfotipo Bacillus .
Aspecto ; - . : . - Morfotipo 8
megaterium provencensis licheniformis cereus subtilis 6 flexus
Forma Redonda Redonda Puntiforme Irregular Redonda Redonda Redonda Redonda
Borde Regular Regular Regular Irregular Regular Regular Regular Regular
Elevacion Plana Elevada Elevada Plana Elevada Elevada Elevada Eleyada
(pulvinada)
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
Consisten )
cia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Viscosa Cremosa Cremosa Cremosa
Color Marron claro Crema claro Crema claro Cremaclaro | Crema claro Blanco Amarillo Crema
Figura
Aspecto Morfotipo 9 Morfotipo 10 Morfotipo 11 Morfotipo 12 Enterobagter Leuconostoc.
cowanii pseudomesenteroides
Forma Irregular Irregular Redonda Puntiforme Redonda Redonda
Borde Irregular Irregular Regular Regular Regular Regular
Elevacion Plana Elevada Elevada Elevada Elevada Elevada
Superficie Lisa Rugosa Lisa Lisa Lisa Lisa
Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa
Color Crema oscuro Crema claro Crema claro Crema claro Blanco Amarillo oscuro
Figura




Microorganismos cultivables asociados a los estadios y edades de Trigona (Tetragonisca) angustula
Latreille (Hymenoptera: Meliponini)

Con respecto a la riqueza por estadios de desarrollo y edades de obreras, siete bacterias se
encontraron en el intestino de la reina (Bacillus megaterium, Paenibacillus provencensis, Bacillus
licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus flexus, Enterobacter cowanii y
Leuconostoc pseudomesenteroides, seis en el intestino de abejas obreras de 14 a 22 dias
(Bacillus licheniformis, Bacillus flexus, Morfotipo 11, Morfotipo 12, Enterobacter cowanii y
Leuconostoc pseudomesenteroides) y cinco en el intestino de abejas obreras de 10 a 13 dias
(Bacillus flexus, Morfotipo 9, Morfotipo 10, y Enterobacter cowanii y Leuconostoc
pseudomesenteroides, lo cual corresponde al 71.4% de la riqueza total registrada. Nuestros
resultados mostraron que la microbiota de larvas, pupas y adultos difiere sustancialmente en su
composicion. Esto concuerda con los trabajos realizados por Martinson, Moy & Moran (2012) y
Powell, Martinson, Urban-Mead & Moran (2014), quienes encontraron que las larvas y las obreras
recién emergidas de A. mellifera poseen muy pocas bacterias intestinales, pero a medida que
transcurren los dias estas poblaciones aumentan gradualmente en el ileon y en el intestino

posterior.

Las obreras que para este estudio fueron caracterizadas por edades, fue similar a pesar de diferir
en algunas de las actividades realizadas, como componente comdn se aislaron diferentes
especies del género Bacillus, como por ejemplo, B. subtilis, B. cereus y B. li cheniformis especies
comunes en Apoidea y que podrian estar participando en la conversion metabdlica del alimento,
al producir enzimas como lipasas, aminopeptidasas, esterasas, proteasas, fosfatasas y
glicosidasas, como también algunas cepas pueden tener actividad antimicrobiana contra
organismos patégenos que podrian causar el deterioro del alimento almacenado y ayudar a la
prevension de enfermedades en la colonia (Gilliam et al. 1990; Cano et al.,, 1994; Evans &
Armstrong, 2005).

En la tabla 4 y Figura 13, se puede observar como la abundancia de los morfotipos bacterianos
varia entre las diferentes edades de las obreras siendo muy superior en la edad de 14-22 dias,
casta que realiza la actividad de trofalaxis (en Apis mellifera es denominada “nurse”), esta casta
cumple una labor importante al alimentar a las obreras méas jovenes y podria estar distribuyendo
parte de la microbiota a las obreras jovenes y reina como lo sugiere Kapleim et al. (2015) en su
trabajo con A. mellifera. Es importante recordar, que parte de la microbiota asociada al tracto
digestivo de las abejas es adquirido del polen de las plantas que visitan, especialmente especies
del género Bacillus (Gilliam, Roubik & Lorenz1990), adicionalmente factores climaticos, fuentes

de alimentacion pueden influir en la diversidad de bacterias asociadas (Corby-Harris, Maes &
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Anderson, 2014). En los huevos no se obtuvo bacterias durante los cultivos, este resultado
concuerdan con otros estudios como el de Gilliam (1997). Sin embargo, es importante tener
presente que técnicas mas robustas como estudios moleculares podrian revelar la presencia de
especies no cultivables, como se ha reportado por Xu, Wu, Guo & Li (2014), detectaron la
presencia de un pequefio numero de cepas bacterianas Gilliamella apicola y Snodgrassella alvi
en los huevos de Bombus lantschouensis mediante la secuenciacion del gen 16S rDNA. Por otro
lado, es importante mencionar que la microbiota de los estadios de T. (T.) angustula experimentd
un cambio drastico en la abundancia a medida que envejecian, lo cual podria estar relacionado
con la divisién reproductiva altamente dividida del trabajo, ya que como sabemos las adultas
realizan trabajos laboriosos dentro y fuera de la colmena, que incluyen el de cuidar la
descendencia, recolecta de néctar, polen, etc.

Tabla 5. Abundancia de morfotipos bacterianos (UFC) en las muestras intestinales aislada en estadios
de desarrollo y edades de obreras de Trigona (Tetragonisca) angustula. Int_Rei: Intestino Reina, Int_I0-
2-9: Intestino obrera de 2 a 9 dias, Int_10-13: Intestino obrera de 10 a 13 dias, Int_14-22: Intestino obrera

de 14 a 22 dias, Int_23-31: Intestino obrera de 23 a 31 dias, Int_for: Intestino forrajera, Int_gua: Intestino

guardiana.
Estadio de desarrollo y edades UFC UFC/mL
Huevo 0 0

Larva 7 0.00007

Pupa 13 0.00013
Int_Rei 161 0.015011
Int_10-2-9 47 0.000344

Int_10-13 62 0.0062
Int_14-22 553 0.001876
Int_23-31 132 0.000924

Int_for 44 0.00404
Int_gua 69 0.000231

Total 1088 0.028826
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Figura 13. Riqueza y abundancia de microorganismos asociados a los estadios de desarrollo y edades de

obreras de Trigona (Tetragonisca) angustula.

Las variaciones en la rigueza y abundancia bacteriana de T. (T.) angustula (Figura 13)
posiblemente estdn asociados con diferencias en comportamiento, tipos de alimentacion (polen
y néctar), morfologia intestinal (continuo en adultos y discontinuo en larvas) y condiciones

climaticas (Martinson et al., 2012; Powell et al., 2014).

En la tabla 5 se observa como varia la abundancia de la microbiota entre las diferentes castas y
edades, la microbiota en las larvas es menor comparado con las adultas jovenes este resultado
coincide con el trabajo realizado por Anderson et al. (2011), posiblemente esto se deba a la
morfologia del tracto digestivo, en el caso de A. mellifera se ha demostrado que poseen un
intestino discontinuo, en el cual el intestino anterior esta desconectado del posterior, para evitar
gue el area de alimentacion se contamine con microrganismos procedentes de los excrementos
de la larva, adicionalmente las obreras dejan un suministro de alimento que no solo les
proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo, también va a acompafiada de la
microbiota necesaria que garantice el optimo aprovechamiento de nutrientes y actividad
antimicrobiana para preservar el lugar libre de microorganismos oportunistas y patdégenos
(Martinson et al., 2012; Vojvodic et al., 2013; Evans & Armstrong, 2006; Cano et al., 1994).

Anderson et al. (2011) y Evans & Armstrong (2006) reportan la presencia de una microbiota rica
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en especies del género Bacillus con propiedad inhibitoria contra cepas de Paenibacillus larvae
principal patégeno de las abejas.

La presencia de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Escherichia, Enterobacter, Proteus,
Hafnia, Klebsiella, y Erwinia) son comUnmente aisladas del tracto digestivo de abejas,
especialmente se han encontrado en la capsula rectal del intestino de A. mellifera (Lyapunov et
al. 2008). La alta presencia de Enterobacter cowanni puede estar relacionada con la época del
afo en el que se realizo el trabajo, que estuvo caracterizado por las lluvias y bajas temperaturas,
como lo siguiere Lyapunov y colaboradores al detectar un incremento de especies del genero

Klebsiella durante el invierno.

La otra especie una bacteria anaerodbica facultativa, se aislé en alta proporcion y estaba presente
en casi todas las muestras fue Leuconostoc pseudomesenteroides, el género Leuconostoc es
un género de bacterias del acido lactico Gram- positivas, en abejas no ha sido reportado pero se
encuentra en una amplia variedad de ambientes, como plantas, alimentos fermentados, silos de
alimento y tractos gastrointestinales de animales (Okada et al., 2015). En la industria del alimento
se reconoce por sus propiedades fermentativas y juega un papel muy importante en la formacion

de compuestos aroméaticos (Meslier et al. 2012).
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Tabla 7. Riqueza y abundancia de morfotipos asociados a los estadios y edades de Trigona (Tetragonisca) angustula. Int_Rei: Intestino Reina,
Int_10-2-9: Intestino obrera de 2 a 9 dias, Int_10-13: Intestino obrera de 10 a 13 dias, Int_14-22: Intestino obrera de 14 a 22 dias, Int_23-31: Intestino

obrera de 23 a 31 dias, Int_for: Intestino forrajera, Int_gua: Intestino guardiana.

Morfotipos | Aislamientos | Huevo | Larva | Pupa |Int_Rei | Int_0-2-9 | Int_10-13 | Int_14-22 | Int_23-31 | Int_for | Int_gua| Total Identificaciones
Morfotipo 1 | UNCSAB09-01 6 6 Bacillus megaterium
Morfotipo 2 | UNCSAB09-02 1 1 Paenibacillus provencensis
i UNCSAB09-03 2 2 ) ) ) )
Morfotipo 3 Bacillus licheniformis
UNCSAB09-14 8 8
Morfotipo 4 | UNCSAB09-04 1 1 Bacillus cereus
i UNCSAB09-05 1 1 . -
Morfotipo 5 Bacillus subtilis
UNCSAB09-20 13 13
Morfotipo 6 | UNCSAB09-06 2 Sin identificar
UNCSAB09-07 5 5
Morfotipo 7 | UNCSAB09-12 7 7 Bacillus flexus
UNCSABO09-16 6
Morfotipo 8 | UNCSAB09-08 13 13 Sin identificar
i UNCSAB09-09 3 3 o .
Morfotipo 9 Sin identificar
UNCSAB09-10 12 12
Morfotipo 10 | UNCSAB09-11 5 5 Sin identificar
UNCSABO09-13 2 2
Morfotipo 11 | UNCSAB09-17 8 8 Sin identificar
UNCSAB09-19 5 5
Morfotipos Aislamiento | Huev | Larv | Pup | Int_R | Int_IO- | Int_10- | Int_14- | Int_23- | Int_f |Int_gu | Tota Identificaciones
P s 0 a | a | e 2-9 13 22 31 or a |
UNC?QBOg- 5 2
Morfotipo 12 UNCSABOO- Sin identificar
4 4
18
Morfotipo 13 UNC??BOQ- 26 26 Enterobacter cowanii
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UNCSABO09-
23 15 15
UNCSABO09-
o5 7 7
UNCSABO9-
27 25 25
UNngABog' 109 109
UNCSABO09-
31 22 22
UNCSABO9-
33 48 48
UNngBog' 124 124
UNCSABO09-
4 29 29
UNCSABO09-
26 31 31
Morfotipo 14 UNCSABO9- 510 510 Leuconostoc
28 pseudomesenteroides
UNCSABO09-
30 15 15
UNCSABO09-
32 18 18
UNCSABO09-
34 s |3
Numero de o | 7 |13 311 | 91 131 | 1600 | 271 | 106 | 123 | 2%°
colonias 3
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El intercambio continuo de alimentos durante todas las etapas de desarrollo de estas abejas hace
gue el establecimiento y mantenimiento de las bacterias intestinales sea diferente a medida que
envejecen, lo cual es consistente con nuestros datos que sugieren una comunidad bacteriana
similar en las abejas adultas pero diferentes en los estadios iniciales. El analisis de componentes
principales mostro una dispersion de los puntos en el plano, en donde los puntos azules en el
plano representan los grupos de edades de abejas y los triangulos rojos los morfotipos
bacterianos. En la Figura 14 se observa que tanto la rigueza como la abundancia de los
microorganismos intestinales varian con el estado de desarrollo (circulos diferentes). Lo cual se
refleja en los tres grupos formados, donde se presentan bacterias Unicas por cada estadio, por
ejemplo los especimenes adultos (obreras de diferentes edades) tienden a formar un grupo
compacto debido a que cuentan con una microbiota homogénea (Grupo |). Este grupo estaba
representado por Bacillus megaterium, Paenibacillus provencensis, Bacillus licheniformis,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, M6, Bacillus flexus, M9, M10, M11, M12, Enterobacter cowanii
y Leuconostoc pseudomesenteroides; mientras que en las larvas se encontraron M6 y Bacillus
flexus (Grupo 1l). Finalmente, la pupa solo incluyo a M8 (Grupo lll). Este resultado difiere del
trabajo de Kaplem et al. (2015) en la cual los autores reportan que la microbiota asociada a la
reina, conforman un grupo diferente, posiblemente los resultados se ven influenciados por las
técnicas utilizadas y especies no cultivables no se ven reflejadas en el resultado final, no obstante

si se observa que el nUmero de bacterias aisladas del tracto digestivo de la reina fue mayor.
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Figura 14. Andlisis de correspondencia entre las muestras que se aislaron en el laboratorio,

correspondientes a los estadios de Trigona (Tetragonisca) angustula y los morfotipos encontrados.

El analisis de similitud muestra resultados diferentes al andlisis de componentes principales
(Figura 14), pues muestra una clara separacion entre los estados de desarrollo y la microbiota
intestinal, de igual manera muestra que existe una mayor similitud entre el intestino de las obreras
de 23 a 31 dias (I. 23-31) y el intestino de las guardianas (33 a 35) (70%), ya que la composicién
de bacterias en el tracto intestinal de estas obreras forman un grupo compacto debido a que
cuentan con una microbiota homogénea, podemos observar que comparten diferentes cepas
bacterianas como por ejemplo: Morfotipo 11, Enterobacter cowani y Leuconostoc
pseudomesenteroides. El huevo y la pupa fueron los mas disimiles en cuanto a la composicién
de morfotipos de bacterias, ya que las muestras del intestino comparten un menor nimero de
morfotipos o estan ausentes (en los huevos) (tabla 6).






Microorganismos cultivables asociados a los estadios y edades de Trigona (Tetragonisca) angustula
Latreille (Hymenoptera: Meliponini)

Conclusiones

Caracterizar la microbiota intestinal de T. (T.) angustula constituye un punto fundamental en la
ecologia microbiana, ya que permite comprender mejor los beneficios y las ventajas competitivas
gue pueden ofrecer a sus especies hospedadoras. Muy seguramente, su origen o diversidad
ademas de su supervivencia (de las bacterias) puede ser facilitado por el contacto social (por
comportamiento de trofalaxis o de limpieza entre otros) o por el contacto con el entorno de la

colmena y dependiendo de las diferentes labores de las obreras en la colonia.

Nuestros resultados demostraron que las obreras de la especie de T. (T.) angustula realizan una
sucesion de tareas a medida que envejecen, tales como el mantenimiento de las crias dentro de
la colmena, construccion de celdas, custodia de la entrada, asi como la colecta de polen y néctar
de flores fuera del nido.

Se encontraron diferencias sustanciales en las comunidades bacterianas del tracto digestivo de
T. (T.) angustula, dichas diferencias estan claramente asociadas a los diferentes estadios, al tipo

de labor, a la forma del intestino y la dieta utilizada.

La comunidad microbiana de T. (T.) angustula estuvo dominada por los géneros que pertenecen
a las Enterobacteriaceae  (Enterobacter cowanii) y  Firmicutes (Leuconostoc
pseudomesenteroides), las cuales pueden ser bacterias simbibticas comunes asociadas al

intestino.

Nuestros datos sugieren que entre obreras no hay una diferencia marcada en la microbiota
aunque las obreras de 14 a 22 dias presentaron un mayor numero de especies y numero de

colonias.

Finalmente, el trabajo realizado permite separar en tres grupos bien definidos las castas de
abejas de la especie T. (T.) angustula, sin embargo, la comunidad bacteriana de las abejas
adultas tienden a formar un grupo compacto debido a que cuentan con una microbiota

homogénea.
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