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Resumen

Colonias de Tetragonisca angustula en Cimitarra, Santander presentaron sefiales
progresivas de deterioro que conllevé a su muerte. Dado que tras realizar la evaluacion
correspondiente para multiples patégenos conocidos para otras especies de abejas no fue
posible identificar el causante del dafio, se decidié hacer un andlisis extensivo sobre los
microorganismos asociados a las colonias de T. angustula y establecer si existe relacion
entre el avance del deterioro y algun patégeno cultivable o una posible disbiosis en la
colonia. Se aislaron bacterias de adultos, inmaduros y partes estructurales del nido
utilizando métodos de siembra convencionales, se morfotiparon las colonias obtenidas y
aquellas mas abundantes y con aparente relacién con el deterioro de las colonias fueron
identificadas por técnicas moleculares. Se publica un listado detallado de las bacterias
identificadas por cada fuente muestreada como aporte al conocimiento de la microbiota de
esta especie de abeja sin aguijon. Se observo en todas las fuentes aumento en la
abundancia bacteriana principalmente de Actino bacterias, Bacillus y Enterobacterias
durante la etapa temprana del deterioro seguida por una reduccion de esta en la etapa
tardia, aunque los andlisis estadisticos no permitieron establecer si alguna de las bacterias
actla como patdégeno de la colonia o si estos cambios en la microbiota son los causantes
del deterioro. Bacterias como L. saprophyticus o L. massiliensis son potencialmente
patégenas, y seria interesante estudiar mas a fondo su accion sobre T. angustula. Dado
gue los microorganismos que aumentaron tienen propiedades antifingicas y que los
hongos pueden establecer interacciébn con las bacterias, se recomienda evaluar las
muestras para determinar la presencia de hongos que puedan estar modificando la

microbiota de las abejas o causando cambios en el comportamiento de la colonia.

Palabras clave:
Abejas sin aguijon, bacterias cultivables, disbiosis, meliponinos, patégeno,

deterioro
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Title: Relationship of the state of deterioration of colonies of meliponin bees Tetragonisca

angustula (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) with their associated microorganisms

Abstract

Colonies of Tetragonisca angustula in Cimitarra, Santander showed progressive
signs of deterioration that led to their death. Given that after carrying out the
corresponding evaluation for multiple known pathogens for other species of bees it
was not possible to identify the cause of the damage, it was decided to carry out an
extensive analysis on the microorganisms associated with the colonies of T.
angustula and to establish if there is a relationship between the advance of
deterioration and some cultivable pathogen, or a possible dysbiosis in the colony.
Bacteria were isolated from adults, immature and structural parts of the nest using
conventional seeding methods, the colonies obtained were morphotyped and those
more abundant and with an apparent relationship with the deterioration of the
colonies were identified by molecular techniques. A detailed list of the bacteria
identified by each sampled source is published as a contribution to the knowledge
of the microbiota of this species of stingless bee. An increase in bacterial
abundance was observed in all the sampled sources, mainly of Actinobacteria,
Bacillus and Enterobacteria during the early stage of deterioration followed by a
reduction of this in the late stage, although the statistical analysis did not allow to
establish whether any of the bacteria acts as a pathogen of the colony or if these
changes in the microbiota are causing the deterioration. Bacteria such as L.
saprophyticus or L. massiliensis are potentially pathogenic, and it would be
interesting to further study their action on T. angustula. Given that some
microorganisms that increased have antifungal properties and that fungi can
establish interaction with bacteria, it is recommended to evaluate the samples to
determine the presence of fungi that may be modifying the microbiota of the bees

or causing changes in the behaviour of the colony.
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Stingless bees, culturable bacteria, dysbiosis, meliponinae, pathogen, deterioration
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POlEN [PP], r€SING [R]). -.uuuuuuiiiiiiiiiiiiii e 77
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Introduccidén

El uso de abejas nativas sin aguijon (Hymenoptera, Meliponinae), se conoce dentro de las
labores de los pueblos indigenas de paises como Guatemala, México y Brasil en época
prehispanica, y un poco en Colombia (Falchetti & Nates-Parra, 2002; Hogue, 1993; Rosso-
Londono & Nates-Parra, 2005; Villanueva-G et al., 2005). Aunque la abeja melifera, Apis
mellifera (Hymenoptera, Apidae) ha sido la especie mas explotada desde su introduccion
por los colonos, en algunos departamentos del pais se ha registrado un incremento en los
ultimos afos del uso de abejas sin aguijon para produccion, dado que a su miel se le
atribuyen caracteristicas especiales de sabor, incluso algunas propiedades medicinales,
ademas de que su explotacion exige costos bajos de implementacién y manejo y generan
un producto de alto valor (Gamboa & Figueroa, 2009; Rosso-Londofio & Nates-Parra,
2005).

Las especies de abejas meliponinas anidan en gran variedad de sustratos como troncos
de arboles, suelo o cualquier cavidad que les brinde proteccion (Nogueira-Neto, 1997).
Cerca de 120 han sido reportadas para Colombia y aproximadamente 34 géneros son
utilizados como productores de miel en meliponarios (Nates-Parra & Rosso-Londofio,
2013). Tetragonisca angustula, es una de las especies mas utilizadas para la produccién
de miel de alta calidad, principalmente por su amplio rango de distribucién, por su
abundancia y por ser una de las especies mas comunes aun en areas urbanas (Nates-
Parra, 2005; Nates-Parra & Rosso-Londono, 2013).

Gracias a los multiples esfuerzos de difusion y socializacion en las comunidades acerca
de los beneficios econdmicos y medioambientales de la meliponicultura, se ha generado
un crecimiento que no necesariamente va de la mano con el conocimiento de las especies
ni con la legislacion, principalmente en actividades como la recoleccion, transporte,
manipulacion y extraccién de miel en meliponarios o en estado de semi-domesticacién

(Rosso-Londono & Nates-Parra, 2005). El desconocimiento por parte de algunos criadores
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en cuanto a las condiciones de manejo de las colonias, puede generar problemas
nutricionales o enfermedades en las abejas, como lo han mostrado trabajos en Australia
(Shanks, 2015), y el traslado de colonias fuera del area de donde son originarias, podria
estar generando problemas de conservacidn y sanitarios por nuevas condiciones

adversas.

Para las abejas sin aguijon, no se conocen suficientemente las asociaciones con
microorganismos al mismo nivel de detalle que se conocen estas asociaciones en A.
mellifera, Bombus atratus y Bombus terrestris (Hymenoptera-Apidae) (Engel & Moran,
2013; Furst et al., 2014; Gamboa et al., 2015; Martinson et al., 2011; Meeus et al., 2011),
en las que se ha observado que la presencia de levaduras, mohos y bacterias incide en su
estado nutricional, en la capacidad de defensa inmune y en el estado de la colonia, mas
aun en el caso de los insectos sociales que facilitan la asociacion de una microbiota
particular que no es posible encontrar en insectos solitarios (Cariveau et al., 2014; Engel
& Moran, 2013; Gilliam, 1997; Kapheim et al., 2015).

Desde el ano 2014 se ha documentado una serie de sintomas de deterioro de las colonias
de T. angustula que finalmente termina en la muerte de estas; este hallazgo se dio en la
region de Cimitarra — Santander en la reserva natural “Hacienda Agroecoldgica El Paraiso”
ademas de recientes reportes en Antioquia y la Costa Atlantica (Rosso-Londofio com.
Pers). Lo observado se caracteriza por deformidad en los discos del panal, muerte de las
larvas, disminucién o falta de alimento, entre otros signos y la disminucién progresiva de
la poblacion de abejas hasta la muerte de las colonias (Rosso-Londofio, en prep.). A pesar
del uso de diferentes metodologias para diagnosticar la causa, los andlisis efectuados a la
fecha no habian arrojado resultados que evidenciaran la presencia de algun patégeno
conocido en bacterias y virus, aunque la probabilidad de que algun microorganismo fuera
el causante no habia sido descartada, quiza por la alteracién o desproporcién de las

especies dentro de la microbiota nativa que puede conducir a una enfermedad.

Por todo lo anterior se propuso comparar los microorganismos cultivables de colonias en
diferentes estados del sindrome categorizados previamente (sanas, etapa temprana, etapa
tardia y muertas) para establecer si el deterioro evidenciado tiene relacion directa con la

presencia o ausencia de ellos.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si existe relacion entre el estado del deterioro en las colonias de T. angustula y

algun patdégeno bacteriano cultivable o una posible disbiosis en la colonia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar los microorganismos asociados a las colonias de T. angustula en
diferentes estados.

2) Determinar si el estado de las colonias de T. angustula se encuentra relacionadas
con la presencia o ausencia de microorganismos.

3) Establecer si el estado de las colonias de T. angustula se encuentra relacionada
con el nimero relativo de microorganismos presentes en las muestra con presencia
de deterioro en comparacién con el nimero relativo de microorganismos presentes

en una muestra sana

HIPOTESIS

El estado de las colonias de Tetragonisca angustula con evidencia de deterioro, esta

influenciado por alteraciones en los microorganismos de la colmena o en las abejas.
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1. Estado del Arte

1.1 Meliponicultura en Colombia y Abejas sin aguijon

La meliponicultura o crianza de abejas sin aguijon, es una actividad que en Latinoamérica
ha sido desarrollada tradicionalmente, principalmente en México, Brasil, Costa Rica, El
Salvador, Ecuador y Guatemala con fines religiosos, alimentarios y medicinales (Hogue,
1993; Martinez-Fortun et al., 2018; Rosso-Londofio & Nates-Parra, 2005; Villanueva-G et
al., 2005), a diferencia de la apicultura con la especie Apis mellifera, que fue traida al
continente en el siglo XVII durante la conquista, alcanzando Brasil en 1838 y Colombia y
otros paises en 1857 (Hogue, 1993). Colombia no tiene una historia tan marcada en cuanto
al uso de abejas sin aguijon, pero se conoce que los indigenas Uwa en la Sierra Nevada
del Cocuy conservan por tradicién colonias de meliponinas para obtencién de miel y otros
productos con obijetivo alimenticio, para orfebreria entre otros usos, y estan incluidas en
sus mitos como simbolo de la creacién del universo: “esferas de colores” generadoras de
vida (Falchetti & Nates-Parra, 2002)

En la actualidad se han incrementado los esfuerzos para estimular el uso de abejas
meliponinas para la industria apicola con programas de educacién, en los que se les
explica a la poblacién objetivo las ventajas de la cria que se caracteriza por la facilidad de
manejo, bajo costo de implementaciéon, mantenimiento y mano de obra, generando un
ingreso econdmico complementario (venta de productos y panales) y un gran beneficio
ambiental en la polinizacion a los cultivos y conservacién de los bosques (Rosso-Londofio
& Nates-Parra, 2005). Una de las mayores dificultades a enfrentar en nuestro pais es que
aun la normatividad y la metodologia para el desarrollo de las actividades con abejas sin
aguijén no es muy clara, eso sin contar con el reducido nimero de estudios existentes
sobre este grupo, lo que hace necesario combinar los conocimientos tradicionales con los
elementos culturales y ambientales de cada region, e impulsar la investigacion a todos los
niveles (Nates-Parra & Rosso-Londofio, 2013).

Tradicionalmente en el campo los nidos son extraidos para ser llevados cerca de las casas
de campesinos e indigenas, causando disturbios no sélo en la colmena sino en el

ecosistema originario, por ejemplo al talar los arboles en donde nidificaban naturalmente
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(Baquero & Stamatti, 2007). Esta actividad aln esta vigente, aunque se ha implementado
un método de captura menos invasivo y destructivo, como botellas, cajas de cartén (Figura
1), guaduas (Figura 2), cajas racionales decoradas: cajas de madera decorada con alzas
internas (Figura 3) y cajas racionales sencillas (Figura 4), colocadas con atrayente como
nido trampa, aprovechando que algunas especies de abejas sin aguijén de interés
productivo se acoplan facilmente a cualquier espacio, nidificando en cualquier cavidad. Se
han reportado algunas especies de abejas sin aguijon en cementerios (Nates-Parra,
Rodriguez-C, & Vélez, 2006), nidos de otros insectos (Michener, 1990), recipientes
artificiales hechos por el hombre (Nates-Parra, 2005) e incluso bajo tierra en taneles de
hasta 4 metros de profundidad conservando como caracteristica, una entrada en forma de
tubo recto, embudo o un orificio por donde sélo puede pasar una abeja a la vez (Nates-
Parra, 2001b; Rosso-Londofio & Nates-Parra, 2005).

Figura 1: Caja de carton con piquera externa
Figura 2: Guadua ocupada por T. angustula
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] ] ) ) Figura 4: Caja racional de madera sencilla
Figura 3: Caja racional de madera decorativa

Las abejas sin aguijon, conocidas como abejas meliponinas, con cerca de 400 especies
(Nates-Parra, 2001a) se caracterizan por una reduccion en la venacién de las alas, un
peine en el margen apical externo de la tibia posterior y la modificacién del aguijén reducido
o atrofiado (Wille, 1983). La ausencia del usual mecanismo de defensa ha llevado a que
se utilicen otro tipo de estrategias como la construccion de entradas estrechas al nido, el
uso de resinas (Lehmberg et al., 2008), enredarse en el pelo del atacante o mordiendo
hasta su propia muerte (Shackleton et al., 2014).

La subfamilia Meliponinae se divide en las tribus Meliponini y Trigonini con alrededor de 52
géneros y mas de 300 especies identificadas (Magalhaes-Freitas, 2003). Las abejas
pertenecientes a la tribu meliponini estan distribuidas por todo el tropico y subtrdpico
(Michener, 2007) con una alta concentracion de especies en centro y sur américa contando
con entre ocho a 21 géneros (Nates-Parra, 2001a, 2001b). Segun Nates (2001b, 2005) en
Colombia se encuentran aproximadamente 14 géneros, nueve subgéneros y 120 especies,
distribuidos desde el nivel del mar hasta los 3400 msnm. Segun lo reportado por Nates-
Parra y Rosso-Londofio (2013) se conocen al menos 34 especies de abejas sin aguijon de
12 géneros utilizadas actualmente para actividades de meliponicultura, distribuidos en 16
departamentos y 43 localidades de tipo rural, semiurbano y urbano, que podrian aumentar
al muestrear en los departamentos no incluidos en su estudio. Las cinco especies mas

utilizadas son: Tetragonisca angustula en 13 departamentos, Melipona (Michmelia)



eburnea en 9 departamentos, Scaptotrigona spp. en 6 departamentos, Frieseomelitta spp.
y Nannotrigona mellaria en 5 departamentos.

1.2 Tetragonisca angustula

1.2.1 -Clasificacion Taxondmica

Phyllum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Hymenoptera

Suborden: Apocrita

Superfamilia: Apoidea

Familia: Apidae

Tribu: Meliponini

Género: Tetragonisca Moure, 1946
Especie: Tefragonisca angustula

Sinonimia: Trigona (Tetragonisca) angustula (Michener, 2000)

En el presente trabajo se utilizara la clasificacion segun Moure (1946)

1.2.2 Biologia y Ecologia

Tetragonisca angustula (Latreille, 1811), es conocida coloquialmente en Colombia como

” ”

“abeja angelita”, “virginita”, “virgencita” o “rubita” y es una de las especies ampliamente
distribuidas en el continente (Nates-Parra, 2001a).

Se encuentra incluida en la subfamilia Meliponinae con amplia distribucion en Colombia.
Como las otras meliponinas, estas abejas fundan las colonias perennes a partir de
enjambres con una reina, trabajadoras y ocasionalmente machos, y en ellas establecen su
cria y la produccion de miel (Roubik, 2006). El proceso de establecimiento de la colonia
comienza con la busqueda de una nueva ubicacion por parte de las abejas exploradoras,

la limpieza del nuevo nido y la construccion de la entrada, el traslado de algunos recursos



8 Bacterias asociadas a colonias de T. angustula y su estado de deterioro.

desde la antigua colonia y finalmente la llegada de la reina virgen con trabajadoras antes
de copular (Van Veen & Sommeijer, 2000). Al igual que A. mellifera, las meliponinas son
altamente eusociables. También se caracterizan porque tienen una Unica coépula,
preservan la conexién con el nido madre, no usan cera pura para la construccion del nido,
los machos utilizan diferentes fuentes de alimentacion, y las hembras gravidas no pueden
volar (Roubik, 2006).

Tiene un marcado sistema de castas y su ciclo de vida, que cuenta con huevo, larva, pupa
y adulto, varia entre 33 a 40 dias aproximadamente. Inicia con la postura de un huevo por
cada celda previamente cargada de alimento que sera operculada y cuidada por obreras
hasta la emergencia del imago (Nates-Parra & Lopera, 1989; Roubik, 2006). La fase de
huevo dura aproximadamente 6 dias, la larva (3 instar) alrededor de 10 dias, la prepupa

tres dias y la pupa entre 14.5 y 21.5 dias (Nates-Parra & Lopera, 1989).

Van Veen y Sommeijer (2000) observaron en colonias de T. angustula en Costa Rica que
la busqueda y preparacion de los nuevos nidos tarda aproximadamente de 2 a 13 dias
antes de la llegada de la nueva reina con el enjambre, manteniendo una distancia al nido
madre de entre 2,10 y 5 m con el que comparte lazos durante aproximadamente 36 dias,
aunque el tiempo de la relacién puede durar mucho mas. Asi mismo, estos autores indican
un rapido desarrollo de la descendencia. En otros estudios se reportan distancias de
establecimiento del nido mas amplias con respecto al nido madre (Inoue et al., 1984;
Nogueira-Neto, 1954; Terada., 1972)

Se ha encontrado que T. angustula es una especie generalista que visita muchos tipos de
flores para la obtencién de polen, en especial de solanaceas (Nates-Parra, 2009; Vit &
Pedro, 2013, Chapter 23). Su produccién de miel oscila entre los 500 ml y 1L (Rosso-
Londono & Nates-Parra, 2005), volumen significativamente menor al producido por A.
mellifera, con caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbiolégicas diferentes y
propiedades antimicrobianas destacadas (Gamboa & Figueroa, 2009; Miorin et al., 2003;
Olaya et al., 2014).

Es una especie de amplia distribucion desde el sur de México hasta el sur de Brasil
(Camargo & Pedro 2008). De acuerdo con el estudio realizado en Medellin, Colombia por
Vélez et al. (2013), esta especie posee caracteristicas que le permiten establecerse bien
tanto en ambientes naturales como en urbanos. Puede ser encontrada entre los 0 y 2000

m.s.n.m., principalmente en el rango de 500 a 1500 m.s.n.m., con una alta capacidad de



adaptacion a las zonas urbanas pues ocupan cavidades y recipientes que son faciles de
encontrar en todo tipo de ciudad (Nates-Parra, 2001a, 2005; Nates-Parra et al., 2006;
Velez-Ruiz et al., 2013). En la naturaleza, prefieren hacer sus nidos en cavidades de
arboles vivos, utilizando nidos de aves que cuelguen de las ramas o de manera

subterranea (Baquero & Stamatti, 2007).

Rasmussen y Cameron (2007) encontraron que Trigona s.l. no es un grupo monofiletico
sino que se separa en clado neotropical y el clado Indomalayo/Australasiano. El clado
neotropical que incluye a T. angustula, si es monofilético, siendo grupo hermano de
Nannotrigona melanocera (Rasmussen & Cameron, 2007) y de los clados Melipona y
Plebeia (Arias et al., 2006).

Se considera que T. angustula incluye dos subespecies reconocidas morfolégicamente
diferentes, que corresponden a T. angustula angustula (Latreille) con mesoepisterno de
color negro y T. angustula fiebrigi (Schwarz) con mesoepisterno de color amarillo. Estas
pueden hibridizarse generando descendencia con variacion en los patrones de coloracién
caracteristico de las sub especies en el mesepisternén (Barroso & Betioli, 2005), de la
misma manera que hibridizan otras especies de meliponinos (Nates-Parra & Roubik, 1990).
La distribucién de T. a. angustula corresponde a lo descrito para la especie, mientras que

T. a. fiebrigi se encuentra restringida a algunas areas de Brasil.

Para confirmar la hipétesis de la existencia de dos subespecies dentro de T. angustula, se

ha hecho necesario del apoyo en estudios moleculares.

Inicialmente no se conocian marcadores genéticos para T. angustula, pero Castanheira 'y
Contel (1995) encontraron en el metabolismo de carbohidratos, marcadores
correspondientes a la produccién de hexoquinasa con polimorfismo postraduccional que
origina diferentes versiones de la enzima. Dichas variaciones no fueron consideradas como
suficiente evidencia como determinantes en la separacion de diferentes especies, dado
que fueron encontraron hibridos dentro de la misma colonia.

Vicente et al. (2006) utilizando DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD en
inglés) encontraron dos poblaciones de T. angustula en Brasil con un amplio grado de
polimorfismo que indica que son geografica y genéticamente diferentes, ademas de altos
grado de heterogeneidad. A pesar de esto, en este estudio no fue posible separar por este

medio las subespecies T. a. angustula de T. a. fabrigi. Caso contrario al estudio de Oliveira
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et al. (2004), en el que, utilizando el mismo método RAPD, las colonias colectadas en Brasil
se separaron en dos grupos con evidencia de progresiva diferenciacion genética debido a
la separacién geogréafica y las condiciones ambientales de cada sitio, ademéas de la
capacidad de hibridizacion de las dos sub especies.

1.3 Microorganismos asociados ainsectos

La relacion simbidtica entre microorganismos y los seres vivos, se ve reflejada en la historia
evolutiva que se ha trazado por la interaccion directa entre ellos, aportando nuevas
caracteristicas primarias o secundarias al hospedero o mejorando la salud del mismo
(Douglas, 2009, 2010, 2014). La microbiota, que incluye la totalidad de los
microorganismos que se encuentran dentro o sobre el hospedero, tienen la capacidad de
modificar su comportamiento de manera neutral, positiva como relacibn comensalista o
negativa como relacién antagonista o amensalista (Lewis & Lizé, 2015), y de la
competencia microbiana, el organismo hospedero puede sacar beneficios (Coyte et al.,
2015)

En insectos, se conoce la presencia de microorganismos simbiontes del exoesqueleto que
proporcionan la coloracién en algunos grupos (Sloan & Moran, 2013), en glandulas
salivales que permiten la inhibicion de hongos (Cardoza et al.,, 2006), en células
especializadas llamadas bacteriocitos que incluso pueden influir en la longevidad,
fecundidad, el desarrollo y hasta el peso del individuo (Baumann, 2005; Feldhaar & Gross,
2009; Zheng et al.,, 2017) o incluso bacterias intracelulares que se distribuyen por
diferentes tejidos del insecto, asegurando su transferencia vertical al unirse al genoma de
su hospedero. Tal es el caso de la bacteria Wolbachia sp., la cual se encuentra
naturalmente en diferentes insectos y que pasa de generacién tras generacion por
transferencia vertical, mientras que tiene efectos fisiologicos y reproductivos en su
hospedero (Werren et al., 2008)

Desde el huevo hasta el imago, la presencia de microorganismos en todas las fases es
determinante. Los huevos de los insectos se caracterizan por tener capas de bacterias
sobre ellos, las larvas ingieren microorganismos que las rodean y que se encuentren en el
alimento que tienen a su disposicion, y desarrollan la flora particular para su estadio (Kaya
& Vega, 2012, Chapter 8). Asi mismo, se conoce gque en insectos sociales principalmente,

se da la transferencia entre generaciones de los microorganismos benéficos que confieren
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funciones de nutricién o proteccién (Engel & Moran, 2013; Koch & Schmid-Hempel, 2011b;
Martinson et al., 2011; Powell et al., 2014). Diaz et al. (2016) demostraron esto al describir
la comunidad microbiana en Melipona quadrifasciata (Apide, Meliponini) sugiriendo una
posible influencia de la microbiota asociada a la colonia sobre el estado de salud de la
misma.

La presencia de microorganismos en el tracto digestivo de los insectos como simbiontes
facultativos ha facilitado la digestién de los alimentos, enriqueciendo de esta manera la
nutricién del hospedero, evitando en muchos casos intoxicacion causada por el alimento
gue ingieren (Adams et al., 2013; Baumann, 2005; Douglas, 1998, 2014; Warnecke et al.,
2007), mejorando la defensa contra patdgenos y parasitos (Dillon et al., 2005; Koch &
Schmid-Hempel, 2011b; Yoshiyama & Kimura, 2009) y confiriendo resistencia a
insecticidas (Kikuchi et al., 2012; Werren, 2012).

La composicion de las comunidades microbianas presentes en los intestinos no solo
depende de las caracteristicas fisicas, quimicas, estructurales y fisiolégicas de cada tracto,
sino también de los ecosistemas, el genotipo del hospedero y la dieta (Hroncova et al.,
2015; Huang & Zhang, 2013; Jones, Fruciano, Hildebrand, et al., 2018; Mohr & Tebbe,
2006; Prado et al., 2010; Tsuchida et al., 2002; Zouache et al., 2011), asi como de la
presencia de parasitos como la varroa (Marche et al., 2019). La comunidad bacteriana se
divide en la microbiota basal, ecolégicamente distintiva que posiblemente ha
coevolucionado con el hospedero como simbiontes, y la microbiota adquirida en el medio
ambiente (Koch et al., 2013; Martinson et al., 2011).

En su mayoria, los trabajos de microbiota en insectos han aumentado, siendo de gran
interés los microorganismos asociados a polinizadores como las abejas. Principalmente
las investigaciones han estado dirigidas hacia los microorganismos asociados a los
productos, castas y etapas evolutivas de las abejas meliferas, asi como a los

microorganismos correspondientes a los intestinos de meliferas y abejorros.

Por ejemplo, Jones et al. (2018) encontraron una relacion entre los microorganismos de
los intestinos de A. mellifera y los encontrados en las plantas donde ellas forrajean,
Kapheim et al. (2015) observaron variacion entre los microorganismos presentes en
individuos de diferentes castas y observaron la relacion que existe entre las labores de las

abejas y la distribucion de los microorganismos en la colonia, especialmente las forrajeras
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gue traen del exterior los microorganismos y las nodrizas que, al trabajar con el polen llevan
los microorganismos a otros sitios y Acosta-Saraiva et al. (2015) encontraron similitud en
los phyla asociados al pan de abejas y las abejas africanizadas, pero grandes diferencias
en cuanto a las especies asociadas con cada una de ellas. Asi mismo se reportan para
abejas sin aguijon las levaduras Zygosaccharomyces machadoi sp. nov, Starmerella
meliponinorum sp. nov., Starmerella bombicola, levaduras del complejo Candida apicola
entre otras (Rosa et al., 2003; Rosa & Lachance, 2005; Teixeira et al., 2003) y para Bombus
y A. mellifera, 42 cepas de Gilliamella apicola capaces de metabolizar azlGcares téxicos
(Zheng et al., 2016). Recientemente se identificé a Bombella apis como un microorganismo
con propiedades antifingicas que podrian estar protegiendo a A. mellifera de patdégenos
como Beauveria bassiana y Aspergillus flavus, gracias a los metabolitos secundarios que

dicha bacteria produce (Miller et al., 2020).

El uso de herramientas moleculares también ha permitido avanzar ampliamente en la
definicién de interacciones, filogenias y relaciones de microorganismos con los insectos.
En muchos estudios la secuencia del gen 16S rRNA es ampliamente utilizada, por ejemplo,
para estudiar la variaciébn de dos especies de bacterias dentro de los intestinos de A.
mellifera (Engel et al., 2014), para estudiar la diversidad, la composicion, la especificidad
del hospedero y el modo de transmisién de Snodgrassella alvi y Gilliamella apicola en
abejas corbiculadas (Koch et al., 2013; Ludvigsen et al., 2015, 2018), como herramienta
gue facilita la identificaciéon de bacterias (Lamei et al., 2017) o incluso para estudiar las
filogenias de los microorganismos, como Bacillus (Nakamura, 2000). Otros usos de las
herramientas moleculares incluyen el aporte de informaciéon para la construccién de
librerias de RNA para identificar virus potencialmente patdgenos en Himendptera y acaros
(Brown et al., 2019) o el uso de gendmica, transcriptobmica y metatranscriptomica para

determinar el hologenoma de un organismo (Moran & Sloan, 2015).

Multiples estudios han encontrado un grupo particular de microorganismos compartidos
consistentemente por los tractos digestivos de algunas especies de los géneros Apis,
Bombus y Osmia conocido en inglés como “core microbiota’. Estd compuesta
principalmente por los grupos Alfaproteobacterias, Betaproteobacterias,
Gamaproteobacterias, Firmicutes y Bacterioides, con alta presencia de microorganismos
aerébicos (Koch & Schmid-Hempel, 2011a; Martinson et al., 2011). Este grupo tiende a
permanecer estable en los intestinos de abejas sociales, a diferencia de otros

microorganismos, cuya abundancia y diversidad se ve afectada por el ecosistema en el
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que los individuos forrajean, o la presencia de parasitos que tienen la capacidad de activar
tanto el sistema inmune del hospedero, como un aumento de la diversidad microbiana en
los intestinos (Koch et al., 2012). Otros estudios asocian cada parte del intestino con dichos
grupos bacterianos (Martinson et al., 2012), los cambios de la microbiota en diferentes
estaciones climaticas (Corby-Harris, Maes, et al., 2014; KeSnerova et al., 2019) o las
funciones que estos microorganismos cumplen en el intestino (KeSnerova et al., 2017)

entre otros.

También se sabe que, aunque hay géneros que se pueden encontrar en estados
inmaduros al comparar con abejas adultas como por ejemplo algunos filotipos de Serratia,
y otros exclusivamente en larvas como Delftia tsuruhatensis, hay otras bacterias
encontrados principalmente en adultos como algunos filotipos de Lactobacillus. Este
género tolera medios acidos y procesa azUcares, por lo que se espera encontrarlo en el
néctar y el polen que se asocia con el alimento de adultas y no de larvas (Mohr & Tebbe,
2006; Olofsson & Vasquez, 2008). Una de las propiedades que se conocen de las bacterias
acido lacticas es su patrticipacion en la produccién de miel y la fermentacion del polen para
la fabricacién del pan de abeja en colonias de A. mellifera (Acosta-Saraiva et al., 2015;
Vasquez & Olofsson, 2009), y autores como Vasquez et al. (2012) y Endo y Salminen
(2013) sugieren que, siendo Lactobacillus conocido por inhibir patégenos y conservar los
alimentos, asi mismo podrian estar teniendo una importante funciéon en el mantenimiento
de la salud y nutriciébn de especies de abejas con y sin aguijon, donde su presencia es

elevada.

Estudios realizados con T. angustula (Vallejo, 2020) y A. mellifera (Gilliam, 1997; Jones et
al., 2018; Martinson et al., 2011) mostraron que las abejas recién emergidas poseen un
menor nimero de microorganismos que van reforzando con el pasar del tiempo y al estar
en contacto con las obreras, las abejas juveniles de las colonias muestreadas adquieren

progresivamente los microorganismos asociados a la colonia.

Lamentablemente en la actualidad, las especies de abejas no so6lo comparten
microorganismos benéficos dentro de la misma colonia o entre especies. La transmision
horizontal de patégenos es uno de los mayores problemas para la salud de las abejas
causando el declive de las poblaciones (Furst et al., 2014; Graystock et al., 2015; Levitt et
al., 2013; Mcmahon et al., 2015; R. Singh et al., 2010) y esto se ve acentuado por el transito

de especies invasoras y el desplazamiento accidental o deliberado de especies.
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1.4 Patogenos de abejas, disbiosis y transporte de
colonias.

En A. mellifera, varias especies de Bombus sp. y algunos meliponinos, gran variedad de
patégenos y parasitos han sido descritos, tales como virus, hongos, protistas y otros
insectos (Evans & Schwarz, 2011; Nunes-Silva et al., 2016) que, aunque no en todos los
casos representan un peligro para los insectos al presentarse de manera asintoméatica
(Genersch, 2010), pueden llevar a la perdida de algunos individuos e incluso la muerte de
colonias completas. Estos pueden ser compartidos entre diferentes especies,
potencialmente debido a que las flores forrajeadas sirven como intermediario para la

transmisién (Mcart et al., 2014).

Algunos ejemplos de parasitos encontrados en abejas son los tripanosomatidos Crithidia
mellificae y Lotmaria passim que han sido detectados en colonias de meliferas
africanizadas, siendo L. passim probablemente relacionado con la presencia de Varroa
destructor (Castelli et al., 2019) o Nosema ceranae, un microsporidio aparentemente
relacionado con el desbalance microbiologico en el intestino de las abejas melliferas y
meliponinas (Li et al., 2017; Porrini et al., 2017; Purkiss & Lach, 2019). Las abejas también
sufren por la presencia de acaros pertenecientes al complejo Varroa (Anderson &
Trueman, 2000; Ritter, 1981) o Pyemotes tritici en colonias de abejas sin aguijon (Menezes
et al., 2009), por el férido Apocephalus borealis que reduce su tiempo de vida (Core et al.,
2012; Otterstatter et al., 2002), Aethina tumida, coleéptero que se ha encontrado en
colonias de Apis, en nidos de Bombus (Hoffmann et al., 2008) y Melipona (Lériga et al.,
2014) y las polillas Achroia grisella y Galleria mellonella (Spangler, 1988).

Por otro lado se han encontrado microorganismos como Ascosphaera apis, un hongo
detectado en polen, que ataca las larvas de abejas causando lo que se conoce como cria
yesificada (Pereira et al., 2019) asi como gran variedad de virus como el de alas deformes,
de la celda real negra, virus de la paralisis aguda israeli, virus de la paralisis aguda, virus
de la paralisis cronica, virus de abejas kashmir y el virus de la cria ensacada, todos
encontrados no solo en obreras y reinas de A. mellifera (Chen et al., 2005; Landaverde
Gonzélez et al., 2010; Tentcheva et al., 2004) sino también en abejas sin aguijon (Guzman-
Novoa et al., 2015) y Bombus (McMenamin & Flenniken, 2018).
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En cuanto a bacterias patégenas, se conocen los efectos de Paenibacillus larvae o
Melissocccus plutonius, conocidas por generar las enfermedades conocida como loque
americana y loque europea, que llevan a la muerte de la colonia (Forsgren, 2010;
Heyndrickx et al., 1996). Lysinibacillus sphaericus (Firmicutes, Bacillaceae), es una
bacteria recientemente aislada de Tetragonula carbonaria y Austroplebeia australis, y es

la causante de la muerte de sus colonias en Australia (Shanks et al., 2017).

Sin embargo, la presencia de agentes externos a la colonia no es el Unico causante de
problemas en la salud de las abejas. La presencia de microorganismos asociados
especificamente a los intestinos de vertebrados e invertebrados han generado una gran
curiosidad en cuanto a su composicion, pero también a su papel respecto a su hospedero
(Mcfall-ngai et al., 2013). Hasta el momento se ha encontrado que organisSmos con sus
microorganismos simbiontes balanceados gozan de buena salud (Hamdi et al., 2011), no
solo demostrado en humanos y otros vertebrados, sino también en insectos como las
abejas, las cuales han servido como modelo para la investigacion en este campo (Kwong
& Moran, 2015). Gracias a ellas se conoce que la presencia de microoroganismos activa
la produccién de péptidos antimicrobianos encargados de la homedstasis o equilibrio
manteniendo las proporciones bacterianas en el intestino y a su vez inhibiendo el
crecimiento de bacterias u otros microorganismos externos que normalmente no estarian
ampliamente representadas generando problemas en la salud del individuo (Kwong et al.,
2017).

Cuando algun factor externo rompe el equilibrio microbiano dentro del hospedero,
causando la desproporcioén relativa de las especies dentro de la microbiota nativa, se le
conoce como dishiosis. Este fendmeno tiene un gran impacto en la salud del hospedero,
por ejemplo al verse reducida la capacidad de procesamiento del alimento, impactando
directamente la nutriciéon de los individuos (Dolezal & Toth, 2018; Douglas, 2009, 2015),
aumentando la vulnerabilidad frente a patégenos como los hongos (Miller et al., 2020) o
afectando el mecanismo de estimulo del sistema inmune que es realizado por las bacterias
asociadas al hospedero (Kwong et al.,, 2017). En otros organismos, el estrés, los
antibidticos, los quimicos las estaciones y la dieta también influyen en el cambio de los

simbiontes asociados al hospedero (Kednerova et al., 2019; Raymann & Moran, 2018).

En las abejas se conoce que los insecticidas como el glifosato o el clorotalonil pueden

modificar la microbiota asociada a los intestinos cuando las colonias estan expuestas a
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aplicaciones constantes (Hamdi et al., 2011; Kakumanu et al., 2016) y los neonicotenoides
causan cambios en el comportamiento de las nodrizas retrasando sus actividades como
cuidadoras de las larvas y las celdas de cria, lo que puede llevar a condiciones Optimas
para que los patdgenos se alojen en las celdas y que el desarrollo de las crias se afecte
(Siefert et al., 2020) Por otro lado si las forrajeras tienen dificultades en la recolecciéon de
recursos, las abejas adultas ven comprometida su nutricion al tener que consumir polen
almacenado que modifica la microbiota intestinal y puede causar su muerte (Maes et al.,
2016). Esta problematica se presenta por ejemplo cuando hay impactos en el paisaje
debido a actividades antropogénicas que modifican o reducen la disponibilidad floral
(Naranjo et al., 2009) ya que las abejas se ven forzadas a aprender nuevamente qué
recursos florales se encuentran disponibles y a decidir cuales de ellos son suficientemente

buenos para su nutricion (Amaya Marquez, 2009).

No se tiene claridad si la disbiosis puede estar también relacionada con el traslado de
colonias de abejas meliponas y meliferas entre regiones, pero existen riesgos asociados
al movimiento de colonias que deben tenerse en consideracion:

Primero, a pesar de que el uso de abejas nativas o mieleras reduce la necesidad de
importacion de abejorros no nativos que pueden ser portadores de enfermedades exéticas
(Smith-Ramirez et al., 2018), las colonias transportadas pueden ser portadoras de sus
propios patdgenos, que pueden ser igualmente transmitidos a las abejas locales.
Segundo: El impacto energético ocasionado a las colonias es alto pues se ven forzadas a
tener que reconocer la nueva zona en busqueda de fuentes de alimento (Amaya Marquez,
2009),

Tercero, se ha demostrado que el transporte de abejas puede causar la afectacion de las
glandulas de alimento (glandulas hipofaringeas) las cuales estdn directamente
relacionadas con la calidad de alimento que reciben las larvas de futuras obreras (Ahn et
al., 2012). Esto conlleva a que las larvas reciban alimento de menor calidad o en menor
cantidad, causando efectos sobre su fisiologia y su comportamiento como adultas (Scofield
& Mattila, 2015).

Cuarto, el transporte y la exposicion de las colonias trasladadas a nuevas condiciones
ecosistémicas, nuevos patdgenos y a areas con influencia de insecticidas puede causar
estrés a las abejas, que pueden llevar a la disminucion de la esperanza de vida y la
afectacion en el metabolismo del oxigeno (Chakrabarti et al., 2015; Simone-Finstrom et al.,
2016)
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2.Materiales y Métodos

2.1 Deterioro de las colonias de
Tetragonisca angustula

Colmenas de Tetragonisca angustula presuntamente provenientes de Medellin y Betania
(Antioquia), al igual que colonias locales fueron transportadas a meliponarios de la
Hacienda Agroecol6gica El Paraiso. A partir de 2013 fueron establecidas 70 colonias, las
cuales estan contempladas en el Proyecto de Abejas Nativas, Jardin Botanico Joaquin
Antonio Uribe de la ciudad de Medellin gracias al Convenio marco para fortalecer el

conocimiento, uso y manejo de las abejas nativas de Colombia.

Desde mitad de 2014, colonias de T. angustula establecidas en colmenas en la Reserva El
Paraiso presentaron deterioro y reduccion progresiva de la poblacion de abejas adultas,
avanzando por diferentes etapas de deterioro hasta llegar a la muerte de la colonia. La
observacion de colonias con reina, pero sin posturas nuevas, suciedad del cerumen,
involucro reseco, abandono de reservas de miel, cadaveres dentro del panal y presencia
de otros artrépodos colonizadores, pusieron en alerta a la reserva. Colonias en situacion
similar se observaron en el Jardin Botanico de Medellin, y se conocieron testimonios de
meliponicultores en la Costa Atlantica que describieron una situacion similar en colonias

llevadas de otras regiones.

En la visita de campo al municipio de Santa Barbara (Antioquia), también se conocié la
descripcion de un episodio de muerte masiva de colonias de abejas sin aguijon de la
especie T. angustula, que hacian parte de un proyecto productivo. La descripcion del
deterioro de las colonias presentaba elementos comunes con los eventos de deterioro
observados en Cimitarra. Estas abejas también habrian sido transportadas desde otras
regiones para el establecimiento de un nuevo meliponario, pero progresivamente fueron

muriendo sin una explicacién clara. En la actualidad, solo una de las colonias sobrevive.
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Segun Rosso-Londofio (en prep.), existen elementos comunes en las sefales de deterioro
de las colonias que, aunque no se presenten todas o en el mismo orden, se clasifican de

la siguiente manera:
Etapa temprana:
* Discos de cria de colonias aparentemente sanas, presentan una superficie “irregular”

» Discos de cria recientes con gruesas capas de cerumen (engrosados) y celdas

aparentemente recién construidas con una forma atipica

* Discos de cria con pocas celdas fallidas (vacias) y a veces con el cerumen de la base del

disco sin limpiar.
Etapa tardia:
* Interrupcién de postura por parte de la reina

* Discos de cria con muchas celdas fallidas, algunas con restos de alimento larval en el

fondo.
* En ocasiones todo el disco de cria sin celdas, pero con el piso o fondo sin ser removido

* Celdas de cria irregulares (con forma y agrupamiento atipicos) y algunas aparentemente

de mayor tamafo; celdas aisladas.

« Discos de cria sin limpiar, con larvas o pupas muertas y sin remover (en ocasiones

algunas ya necrosadas).
* En ocasiones abejas adultas muertas y sin remover.

» Disminuciéon gradual de la poblaciéon y cese total de postura, a pesar de haberse
encontrado reinas fisiogastricas vivas dentro de colonias sin cria y con muy pocas o

ninguna abeja obrera.
* Muerte de la colonia.

Las estrategias que hasta 2015 se utilizaron para buscar las causas de la sintomatologia,
han incluido la suspension de la alimentacion con capsulas de polen, la movilizacién de las
colmenas a zonas con mejores caracteristicas de luminosidad y aireacién o el traslado a

un habitat diferente, adicion de discos de cria, en ocasiones con celda real, o intercambio
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de sitio con colonias fuertes para captar obreras adultas sin encontrar cambios positivos
en las sefiales de deterioro. Dado que el uso de agroquimicos en la Hacienda esta
totalmente prohibido por ser una reserva agroforestal, desde el principio fue rechazada la
hipétesis de que dicha alteracion de colonias sea efecto de insecticidas, conocidos por
sus multiples efectos sobre las abejas y su microbiota asociada (Crall et al., 2018; Goulson
et al., 2015; Hamdi et al., 2011; Hladik et al., 2016; Jacob et al., 2019; Motta et al., 2018;
Raymann et al., 2018; Rundl6f et al., 2015; Sanchez-Bayo et al., 2016; vanEngelsdorp et
al., 2009; Xavier et al., 2010).

Si bien se han tomado muestras para verificar los causantes de enfermedades mas
comunes en abejas como bacterias patdégenas y los cuatro principales virus (Virus de Alas
Deformes, Virus de la Cria Ensacada, Virus de la Paralisis Aguda, Virus de la Celda real
Negra), todas las pruebas realizadas por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia — Bogota han
resultado negativas.

Debido a estos resultados, se han propuesto otras posibles causas de los cambios en las
colonias de estudio, entre las que se cuenta la presencia de un microorganismo no
reportado para T. angustula, como reportan Ravoet et al. (2013) para A. mellifera, la
transferencia de patdogenos de A. mellifera a polinizadores nativos (Furst et al., 2014) o la
probabilidad de un desbalance en la microbiota natural como los encontrados para Bombus
atratus (Gamboa et al., 2015), ya que se conoce ampliamente la funcion de los
microorganismos en la salud de las abejas (Alberoni et al., 2016; Bonilla-Rosso & Engel,
2018; Kapheim et al., 2015; Menezes et al., 2013; Raymann & Moran, 2018; Zheng et al.,
2017)

2.2 Area de estudio

Las colectas se realizaron en el municipio de Cimitarra-Santander en la Hacienda

Agroecolodgica el Paraiso (HEP) y el municipio de Santa Barbara Antioquia.

2.2.1 Hacienda Agroecologica el Paraiso (HEP)

Ubicada en Cimitarra, Santander (Figura 5) aproximadamente a 22km de Puerto Berrio,
Antioquia (Figura 6), a la HEP cuenta con 240 hectareas de terreno privado, denominados

como reserva natural de la sociedad civil.
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Figura 5. Ubicacion geografica Hacienda el Paraiso

Restaurante El Hato @

Figura 6: Ubicacion especifica HEP en google maps

48% del terreno esta conformado por cuerpos de agua, 14 hectareas de bosque en proceso
sucesional y de reforestacion, zonas de conservacion, amortiguacion y manejo especial,
mientras que el 52% restante retne sistemas agrosilvopastoriles e infraestructura (Figura
7). Gracias al interés de los propietarios del terreno, desde hace 10 afios se ha trabajado
para la reconversion de los sistemas productivos de ganaderia convencional hacia
sistemas sostenibles de produccién como el silvopastoreo, la estabulacion de ganado
vacuno Yy bufalino, ademas de la produccion de abonos organicos. Tiene como objetivos

de conservacion la preservacion de las franjas de bosque, el habitat de fauna y flora nativas
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y la protecciéon de fuentes hidricas, lo que la hace un enclave de conservacion en un

contexto territorial con ecosistemas altamente perturbados.

Figura 7: Terrenos HEP

Cimitarra se encuentra en el suroccidente del departamento de Santander, a una altura

de 200 m.s.n.m. y temperatura promedio de 32°C.

Las colonias seleccionadas para los muestreos fueron tanto las provenientes de Betania 'y
Medellin, como las naturalmente establecidas en los meliponarios de la hacienda. Asi
mismo se tuvo en cuenta el muestreo del estado de cada colonia, observando las

caracteristicas de avance de las sefales de deterioro.

2.2.2 Municipio de Santa Béarbara

Ubicado en el suroeste antioquefio a 53 km de Medellin (Figura 8), la cabecera municipal
se encuentra a 1800 m.s.n.m., aunque algunas de sus 42 veredas alcanzan altitudes

menores. La temperatura promedio es de 19°C y se distingue por la produccion de miel de
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Apis mellifera de alta calidad. En la actualidad, los apicultores han mostrado interés en
trabajar con meliponinos para diversificar los productos que en esta region se pueden

encontrar.

Figura 8: Ubicacién del municipio Santa Barbara en Antioquia.

Dado que Unicamente se pudo encontrar una de las colonias asociadas al episodio de
mortalidad de las abejas, se realizaron muestreos de colonias aparentemente sanas, y

todas originarias del municipio de Santa Barbara.

2.3 Toma de muestra en campo.

En la HEP se muestrearon 8 colonias, de las cuales 6 son nativas de la region y 2
pertenecientes al lote trasladado desde Medellin, aunque su localidad de procedencia es
incierta. Estas Ultimas son las Unicas que forman parte del grupo de 70 colonias compradas
al Jardin Botanico de Medellin en 2014. En Santa Barbara se muestrearon 6 colonias
almacenadas en guaduas, cajas de cartdn y cajas de madera con alzas, distribuidas en
diferentes puntos del municipio. Corresponden a nidos silvestres que se establecieron en
los diferentes contenedores o que fueron extraidos de su lugar de nidificacion original y

trasladados a las cajas (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Para determinar el tamafio de la muestra se tuvo en cuenta la técnica de muestreo no

probabilistico por conveniencia, dado las caracteristicas descriptivas del presente estudio.



23

De cada colonia muestreada se tomaron sisteméaticamente con instrumentos previamente

desinfectados con alcohol al 90% muestras de:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7
8)
9)

Piquera (PI): Tubo de entrada a la colmena.

10 a 12 abejas pecoreadoras (AP): Abejas encargadas de la coleccion del polen.
Fueron capturadas en vuelo antes de ingresar por la piquera.

10 a 12 abejas adultas (AA): Si bien las abejas pecoreadoras también son abejas
adultas, para el presente trabajo se catalogaron y muestrearon como abejas adultas
aqguellas que se observaron trabajando dentro de la colmena en la construccion de
estructuras como involucro o la limpieza.

10 a 12 abejas jovenes (AJ): Se catalogaron como abejas jévenes aquellas con
coloracién clara, encargadas del mantenimiento de las celdas de cria.

Intestino de abeja adulta (1A)

Intestino de abeja pecoreadora (IP)

Intestino de abeja juvenil (13)

6 larvas en cualquier estadio (L)

6 pupas (P)

10) Tres muestras de pote de miel (PM)

11) Tres alicuotas de miel (M)

12) Tres muestras de pote de polen (PP)

13) Tres muestras de polen (PO)
14) Detritos (B)
15) Resina (R)

16) Involucro (1)

17) Disco de cria joven (DJ): Se catalogaron como discos de cria joven aquellos cuyo

opérculo se encontrara recientemente construido.

18) Disco de cria viejo (DV): Se catalogaron como discos de cria viejo aquellos en los

gue se observé un desarrollo avanzado de la larva o pupa.

En colonias que presentaran caracteristicas particulares, se tomaron otras muestras de

interés, como en el caso de colonias con presencia de signos de deterioro en las que se

tomo6 muestras de

1)

celdas fallidas (CF): celdas que nunca fueron operculadas
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2)
3)

4)

5)

6)
7

8)

9)

Celdas vecinas o adyacentes a las celdas fallidas (CV)

Celdas no desarrolladas (CND): celdas en las que se observa la existencia de
postura, pero en las que no se desarroll6 la larva.

Materia blanca seca (CBS): Materia encontrada dentro de algunas celdas de cria a
manera de costra blanca seca.

Materia blanca hiumeda (CBH): Materia encontrada dentro de algunas celdas de
cria, blanca y de consistencia suave.

Larvas adyacentes a las celdas con materia blanca seca (LV)

Disco de cria joven con engrosamiento sospechoso (DJE): porcién del disco de cria
joven en el que se observé un engrosamiento atipico del opérculo.

Celda con opérculo raro (COR): celda de cria en donde el opérculo se observo de
superficie irregular, diferenciada de las celdas adyacentes.

Larva muerta (LM).

Otras muestras tomadas segun disponibilidad en las colonias fueron larva real (LR), reina
(Re) y cera (Ce).

Para la toma de muestra de PI, AA, AJ, PM, PP, R, I, DJ y DV, se utilizaron pinzas y para

L y P, se retird el opérculo de la celda de cria con ayuda de una aguja de diseccién (Figura

9) y se extrajo el individuo con ayuda de pinzas planas. B y PO se tomaron con ayuda de

una espatula pequefia mientras que las alicuotas de M se tomaron con una pipeta plastica

de 1ml. Las AP fueron colectadas en vuelo al regresar al nido, con ayuda de un aspirador

manual (Figura 10).

Figura 9: Remocion de opérculo con aguja para extraccion de larva y pupa
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Figura 10: Aspiracion de abejas pecoreadoras

La extraccion de los intestinos se realizd bajo estereomicroscopio Nikon SMZ800 con
ayuda de pinzas y aguja estéril (Figura 11) y en presencia de mechero para mantener las

condiciones de esterilidad.

Figura 11: Extraccion de intestino de abejas sin aguijon

Todas las muestras fueron almacenadas en tubos de microcentrifuga con un ml de medio
de cultivo liquido con glicerol (70%/30%) a -20°C para conservar la viabilidad de los

microorganismos en ellas.
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2.4 Procesamiento de muestras en

laboratorio

Las muestras de abejas, tracto digestivo de abejas y material de la colmena previamente
almacenadas fueron trituradas en los tubos de microcentrifuga con maceradores de
plastico estériles (Figura 12) y posteriormente se agitaron por 15 minutos a temperatura
ambiente para mezclar cada una de las muestras a evaluar e individualizar las células
contenidas en cada una de ellas. Luego se realizaron diluciones seriadas en agua destilada
estéril y se sembraron en superficie en cajas de Petri con agar nutritivo por un periodo de
24 a 48 horas a 33°C, realizando 2 repeticiones por dilucién.

Figura 12: Macerado de muestras en laboratorio

Se observo el crecimiento de las distintas colonias con el fin de determinar las
caracteristicas macroscopicas y clasificar los aislados en los diferentes morfotipos
encontrados. Las claves morfolégicas fueron dadas por la forma, elevacion, borde,
consistencia, brillantez y color. Para realizar un estimado de la carga microbiana de las
muestras, se realiz6 el conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) de cada uno

de los aislados bacterianos. Para obtener el valor final, se utilizé la siguiente férmula:
UFC/ml = (no. de colonias/volumen inoculado) * Inverso del factor de dilucion

Las colonias individuales se aislaron mediante el método de siembra por agotamiento en
Agar nutritivo y posteriormente fueron purificadas. Una vez determinados los morfotipos y
verificado la pureza, los aislados fueron criopreservados, utlizando tubos de
microcentrifuga con 70% de caldo nutritivo y 30% de glicerol al 99% en un congelador a -
20°C (Mendes et al., 2013).
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De la totalidad de morfotipos aislados, se seleccionaron todos aquellos que se encontraran
presentes en muestras con caracteristicas particulares del deterioro, como la costra
blanca, la celda no desarrollada o la materia viscosa, ademés de aquellos que fueran muy
abundantes y ampliamente distribuidos en todas las fuentes. Cada uno de los aislados fue
sembrado nuevamente en agar nutritivo para verificar purezay fueron enviados a identificar
al centro de investigacion, innovacién y desarrollo cientifico y tecnolégico One Health
Consortium del que hace parte la Universidad Nacional de Colombia. Se utiliz6 el método
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar en los aislados las secuencias
del gen 16S rARN. Tras amplificar el ADN y obtener las secuencias, estas fueron
comparadas con las secuencias almacenadas en genbank utilizando la opcion de
busqueda de BLAST avanzada y finalmente se tuvo en cuenta el porcentaje de similitud
entre secuencias para definir la especie. Posterior a la identificaciébn se unificaron las

abundancias de los morfotipos que correspondian a la misma especie.

Los resultados obtenidos se consignaron en una matriz de datos en Excel y las muestras
se almacenaron en la Coleccibn de microorganismos grupo Sustancias activas y

Biotecnologia - nUmero 228 en el registro nacional de colecciones.

2.5 Analisis de datos

Para el cumplimiento de los objetivos se realiz6 en el programa estadistico R®, un analisis
de escalamiento multidimensional (MDS) por medio del uso de distancias de Camberra,
gue permite probar estadisticamente la similitud entre las muestras tomando en cuenta no
solo la composicion por morfotipos en localidades, fuentes y colonias, sino también
haciendo uso de las densidades de los morfotipos presentes en las muestras. También se
realiz6 una comparacion simple de presencia ausencia por abundancia de las especies en
cada una de las fuentes aisladas, andlisis de varianza (ANOVA) entre colonias y muestras

y se utilizo el indice de Jaccard como medida de similitud en el software PAST 4.03.
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3.Resultados y discusion

3.1 Aislamientos e identificaciones

De todas las colonias muestreadas se realizaron 1149 aislamientos de las 18 fuentes
sistematicamente muestreadas (Tabla 1) y 48 aislamientos de las 12 muestras extra (Tabla
2) No sobra recordar que los aislamientos logrados representan Unicamente a la porcion
bacteriana que pudo ser cultivada en agar nutritivo.

Tabla 1 Total de aislamientos y morfotipos por fuente muestreada sistematicamente en todos los
estados de deterioro. (piquera[Pl], abeja pecoreadora[AP], abeja adulta [AA}, abeja juvenil [AJ], larva

[L], pupa [P], pote de miel [PM], polen [PO], pote de polen [PP], detritos [B], resina [R], involucro [I],
intestino de adulta [IA], intestino de pecoreadora [IP], intestino de juvenil [IJ], disco joven [DJ], disco

viejo [DV])

Muestras principales

Fuente Numero de NuUmero de
aislamientos | morfotipos

PI 61 31
AP 90 38
AA 91 38
AJ 70 33
L 55 27
P 68 32
PM 53 26
M 102 46
PP 58 32
PO 79 41
B 94 49
R 35 22
I 47 26
1A 49 26
IP 76 27
1J 53 29
DJ 35 19
DV 30 19
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Tabla 2 Total de aislamientos y morfotipos en muestras extra encontradas en colonias con diferente
estado de deterioro (celda vecina [CV], larva vecina [LV], larva muerta [LM], larva real [LR], reina [RE],
celda fallida [CF], materia blanca humeda [CBH], materia blanca seca [CBS], cera [CE], celda no
desarrollada [CND], celda con opérculo raro [COR], disco joven engrosado [DJE]).

Fuente NUme_ro de NUmer_o de

aislamientos| morfotipos
Ccv 5 5
LV 3 3
LM 2 2
LR 5 5
Re 3 3
CF 2 2
CBH 4 4

CBS 12 10

CE 2 2
CND 6 6
COR 2 2
DJEng 2 2

La Tabla 3 muestra un listado de los morfotipos encontrados con sus caracteristicas,
fotografias e identificaciones disponibles.

Al comparar los aislamientos de todos los estados del deterioro que fueron secuenciados
(n=63) en Blast, estas revelan 99% de similitud con 27 especies bacterianas
pertenecientes a los grupos Firmicutes (20 especies = 71%), Gammaproteobacteria (6
especies = 21%) y Actinobacterias (2 especies = 7%) (Figura 13). Mohr y Tebbe (2006)
realizaron aislamientos de adultos de B. terrestres, A. mellifera ssp carnica y larvas de
Osmia bicornis, y encontraron que el mayor porcentaje estaba representado por Firmicutes
(23%), algunos Gammaproteobacteria (13%) y 7% Actinobacterias. En ese mismo estudio
fueron aisladas Betaproteobacterias (22%), Alfaproteobacterias (13%) y Bacteroides
(12%), grupos que, aunque no fueron identificados dentro de las muestras seleccionadas
en el presente estudio, no se puede descartar su presencia dentro de la porcién no

identificada de los morfotipos aislados (77%).
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Gammaproteo
bacteria
31%

Actinobacteria
32%

Firmicutes
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Figura 13 Proporcién de grupos bacterianos encontrados en los aislamientos de T. angustula.
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Tabla 3 Descripcién fenotipica de los morfotipos bacterianos aislados

Morfotipo 2 7 8 9 10 11 12 13 15
Forma redonda redonda irregular Redonda Redonda redonda redonda Redonda redonda
Borde Regular Regular Irregular Regular Regular regular regular regular irregular
Elevacién | convexa convexa elevada Elevada Elevada plana elevada Convexa elevada
Superficie |Liso Liso Irregular Liso Liso Liso Liso Liso Liso
Color Amarillo claro | cremosa Beige Beige Beige incolora Amarillo pélido Beige Blanca
Textura Cremosa Blanco cremosa cremosa Cremosa cremosa viscosa cremosa
Fotografia |
Microbacterium Bacillus Isoptericola Bacillus Stenotrophomona Bacillus Enterobacter
ID paraoxydans velezensis variabilis firmus maltophilia amyloliquefaciens asburiae
Morfotipo 16 19 23 25 31 32 34 35 39
Forma redonda redonda irregular redonda redonda irregular redonda irregular redonda
Borde regular irregular irregular regular regular irregular regular irregular irregular
Elevacion convexa convexa plana elevada convexa plana convexa plana elevada
Superficie Liso Liso irregular Liso Irregular irregular Liso irregular Liso
. Blanca con

. Amarillo ) . . . .

Color Amarillo . Amarillo Blanco Amarillo claro | beige beige Beige
palido .
oscuro Beige
Textura Cremosa cremosa Cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa seca cremosa
Fotografia C ol RPN !
Krasilnikoviella | Pantoea Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus

ID flava eucrina altitudinis megaterium amyloliquefaciens  aerophilus Bacillus pumilus
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Morfotipo 40 42 43 44 46 47 48 49 50
Forma redonda irregular redonda irregular |irregular redonda irregular | irregular redonda
Borde regular regular irregular  |irregular |irregular regular irregular | irregular irregular
Elevacidon |convexa plana elevada plana plana convexa convexa |plana convexa
Superficie |Liso Liso Irregular  |irregular |irregular Liso Liso Liso Irregular
Borde amarillo .
Bord ill . . . . . . Beige e
Color  corae amartiio palido, centro Beige Beige Beige Incolora Beige Beige ele
palido, centro beige incoloro
blanco
Textura viscosa cremosa Cremosa | viscosa cremosa viscosa cremosa Cremosa
y -;ﬁf\u-, ¢
Fotografia I
Enterobacter Bacillus Bacillus  Enterococcus Bacillus Bacillus Staphylococcus Enterobacter
ID asburiae plumilus pumilus  casseliflavus  mojavensis velezensis warneri hormaechei
Morfotipo| 51 54 57 59 60 62 64 69 71
Forma irregular redonda redonda irregular Irregular redonda redonda |redonda |Redonda
Borde irregular Irregular regular regular Regular irregular regular regular Irregular
Elevacion | elevada Convexa elevada elevada Convexa elevada elevada |convexa |plana
Superficie | Liso Irregular Liso Liso Liso irregular Liso Irregular | Irregular
. Amarillo claro Amarillo oscuro e . . . .
Color Beige Blanco . . Amarillo palido | _ . Beige Beige
y 0SCuUro Beige incoloro Beige
Textura cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa Cremosa |cremosa |cremosa
Fotografia | |
B ‘L -
Bacillus Bacillus Acinetobacter
ID velezensis  Bacillus cereus mojavensis  Bacillus marisflavi baumannii
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Morfotipo 76 79 80 81 82 83 88 92 94
Forma redonda irregular redonda redonda irregular | redonda redonda redonda Redonda
Borde irregular Irregular irregular regular irregular |regular regular regular Regular
Elevacion |elevada elevada elevada convexa convexa |elevada convexa elevada elevada
Superficie |irregular Irregular irregular Liso irregular | Liso Liso Liso Liso
Color Beige Amarillo Amarillo palidoy | Borde Amarillo Amarillo Blanco e Amarillo
& oscuro Beige en centro | Plido, Beige centro | Beige Beige oscuro incoloro oscuro
Textura cremosa cremosa cremosa cremosa dura Viscosa cremosa | cremosa cremosa
Fotografia \
Lysinibacillus  Staphylococcus  Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
ID sphaericus saprophyticus aryabhattai Shigella sonnei siamensis marisflavi marisflavi
Morfotipo| 95 96 97 105 106 110 111 112
Forma redonda irregular redonda redonda irregular redonda redonda irregular
Borde regular regular irregular regular regular regular irregular irregular
Elevacion | convexa elevada umbligada | convexa elevada convexa elevada plana
Superficie | Liso irregular irregular Liso Liso Liso Liso irregular
. B . .
Amarillo oscuro y Amarillo . Iancc? centro | Blanco e incoloro Beige en centroy borde | Amarillo
Color . Blanco . Beige y Beige en ) ) -
Beige en borde palido borde en borde y anillo Amarillo oscuro palido
Textura cremosa seca seca dura Crias Cremosa Cremosa
Y
Fotografia '
, Staphylococcus ] . . e . .
ID Bacillus sp. 4 . Bqa//us . Bacillus cereus Bacillus altitudinis Bacillus aryabhattai
saprophyticus amyloliquefaciens
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Morfotipos 113 114 115 116 117 121 122 124
Forma redonda irregular irregular irregular irregular redonda irregular redonda
Borde irregular irregular irregular irregular regular regular irregular irregular
Elevacion |convexa convexa Convexa Convexa plana elevada Elevada plana

grumoso opaco en
Superficie |irregular centro y grumosa Liso liso Irregular Liso Liso Liso
brillante en borde
. . . Blanco centro Blanco centro | Blanco centro . . i
Color Beige Beige Beige . y . . v Amarillo palido Amarillo
Beige en borde y borde Beige |Beige en borde claro
Textura Cremosa Viscosa cremosa | seca seca cremosa cremosa
; P
Fotografia
Bacillus Bacillus Stenotrophomona Bacillus Bacillus
ID siamensis  Bacillus sp. amyloliquefaciens maltophilia amyloliquefaciens marisflavi
Morfotipos 125 126
Forma irregular irregular
Borde irregular regular
Elevacion elevada elevada
Superficie |irregular liso
Color Blanco y amarillo oscuro Blanco
Textura cremosa
Fotografia
ID

Staphylococcus gallinarum

Staphylococcus saprophyticus
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Las Gamaproteobacterias estan representadas por seis especies identificadas y Firmicutes
por 20, en su mayoria Bacillus, siendo las especies de este género las mas frecuentes
(Figura 14).
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Figura 14 Abundancias y frecuencias de los géneros bacterianos identificados en las diferentes etapas
del deterioro. (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardiay M: muerte)

3.1.1 Actinobacterias

Las actinobacterias son bacterias Gram positivas conocidas por producir metabolitos
secundarios Utiles para la produccion de antibiticos de uso clinico, antitumorales, anti
helmintos, insecticidas y antifiingicos, se pueden encontrar en una gran variedad de
fuentes, principalmente el suelo y su crecimiento y produccién de metabolitos secundarios
se ve influenciado por factores como temperatura, pH y humedad (Barka et al., 2016;
Ventura et al.,, 2006). En insectos, solo se conoce la relacion nutricional de las
actinobacterias con hemipteros como Triatoma infestans (Durvasula et al., 2008) o
Nocardia (Rhodococcus) rhodnii (Ben-Yakir, 1987), en cambio se sugiere que pueden
actuar como mutualistas encargadas de la salud y defensa de sus hospederos (Kaltenpoth,

2009). Se han aislado actinobacterias de termitas sin saber exactamente su funcién como
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simbionte (Breznak, 1982; Konig & Varma, 2006; Le Roes-Hill et al., 2011; Watanabe et
al.,, 2003), en los coledpteros Dendroctonus frontalis y Dendroctonus rufipennis
(Coleoptera, Curculionidae) se conoce la participaciébn de las actinobacterias como
controlador del hongo competencia del hongo benéfico que cargan para depositar en las
galerias como alimento de sus crias (Hoy, 2013; Hulcr et al., 2011) y en hymenopteros son
ampliamente conocidas como bacterias que proveen protecciéon al hospedero (Matarrita-
Carranza et al., 2017), como en el caso de las hormigas cultivadoras de hongo que se
aprovechan de los antibiéticos producidos por las actinobacterias, para mantener bajo
control los parésitos de sus jardines (Barka et al., 2016; Currie et al., 1999; Little et al.,
2006).

En el presente estudio, las dos actinobacterias aisladas e identificadas de 15 de las 18
fuentes fueron Isoptericola variabilis y Microbacterium paraoxidans. A diferencia de Vallejo
(2020), quien no encontrd Actinobacterias en sus muestreos de intestinos de T. angustula,
estas dos especies fueron encontradas en muestras de intestinos de juveniles y adultas.

I. variabilis gen. nov., comb. nov.(Stackebrandt, Schumann, & Cui 2004) fue nombrada por
primera vez como Cellulosimicrobium variabilis (Bakalidou et al., 2002) tras ser aislada de
la especie de termitas australianas, Mastotermes darwinensis. Tiene capacidad celulolitica
y xilanolitica. Fue detectada en las colonias sanas, Unicamente en muestras de abejas
adultas, pote de polen y miel, mientras que en las otras muestras esta especie se present6

cuantiosamente a partir de la etapa temprana de deterioro (Figura 15).

Por el contrario, M. paraoxidans (Laffineur et al., 2003 emend. Buczolits, Schumann,
Valens, Rossell6-Mora, & Busse, 2008;) fue menos abundante en los muestreos en
comparacion con |. variabilis, y fue principalmente detectada en la etapa temprana de
deterioro (Figura 16). Es una bacteria Gram -positiva de la familia Microbacteriaceae
aislada por primera vez de la tilapia del Nilo, conocida principalmente por ser un patdégeno
de peces (Austin & Austin, 2016). En el ambiente se puede encontrar en muestras de
suelo y aguas y se considera promotor de crecimiento de plantas (Grandlic et al., 2008).
También fue aislada del intestino de Spodoptera exigua, polilla que se alimenta de plantas
(Ignasiak & Maxwell, 2017).
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Figura 15 Presencia de I. variabilis en las fuentes por cada estado de deterioro. (piquera[Pl], abeja
pecoreadora[AP], abeja adulta [AA}, abejajuvenil [AJ], larva[L], pupa [P], pote de miel [PM], polen [PO],
pote de polen [PP], detritos [B], resina [R], involucro [l], intestino de adulta [IA], intestino de
pecoreadora [IP], intestino de juvenil [IJ], disco joven [DJ], disco viejo [DV] en etapa temprana [P], etapa
tardia [T] y muerte [M])
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Figura 16 Presencia de M. paraoxidans en las fuentes por cada estado de deterioro. (piquera [PI],
abeja pecoreadora [AP], abeja adulta [AA], abeja juvenil [AJ], detritos [B], involucro [l], intestino de
adulta [IA], intestino de pecoreadora [IP], intestino de juvenil [IJ] en etapa temprana [P], etapa tardia
[T] y muerte [M])

La presencia de actinobacterias en abejas ha sido descrita por varios autores en los ultimos
11 afios. Promnuan et al. (2009) reportaron 12 especies de Streptomyces de colonias del
género Trigona y Matarrita-Carranza et al. (2017) aislaron 23 cepas de actinobacterias de
34 colonias de abejas que incluian 16 de T. angustula. Menegatti et al. (2018) reportaron
por primera vez la presencia de una actinobacteria en colonias de Melipona scutellaris
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(Hymenoptera, Apidae, Meliponini), con capacidad de producir antibiéticos activos en
contra de Paenibacillus larvae (causante de logue americana). Rodriguez-Hernandez et al.
(2019), de igual manera, aislaron siete cepas de actinobacterias de diferentes abejas de la
especie M. scutellaris, tres de las cuales mostraron efectos inhibitorios frente a P. larvae y
a dos hongos, Beauveria bassania y Metarhizum anisopliae. Kroiss et al. (2010) también
encontraron Streptomyces, actinobacterias con efectos inhibitorios sobre P, larvae en
Trigona laeviceps y T. fuscobalteata y Goettler et al. (2007) encontraron en Philanthus,
Trachypus y Philanthinus (Crabronidae), una glandula antenal en donde las abejas cultivan
la actinobacteria ‘Candidatus Streptomyces philanthi’ para posteriormente secretarla en las
celdas de cria para que sea utilizada a manera de defensa por las larvas al construir el
pupario. Cambronero-Heinrich et al. (2019) lograron aislar seis géneros de actinobacterias
de seis fuentes de aislamiento en T. angustula, siendo las abejas obreras las portadoras

del mayor numero de aislamientos.

3.1.2 Firmicutes

Phyla de bacterias en su mayoria Gram positivas y algunas de ellas con capacidad de
formar endosporas en caso de condiciones poco adecuadas para su supervivencia. Incluye
los 6rdenes Clostridiales, Lactobacillales y Baciliales, siendo muy abundantes, conocidos
y estudiados.

En abejas se han reportado Lactobacillus, Bacillus, Staphylococcus, Fructobacillus
(Leuconostoc), en multiples estudios que se han enfocado principalmente en la microbiota
intestinal, miel y polen (Branco et al.,, 2006; Crotti et al., 2013; Disayathanoowat,
Yoshiyama, et al., 2012; Disayathanoowat, Young, et al., 2012; Djukic et al., 2015; Gamboa
& Figueroa, 2009; Hamdi et al., 2011; Jeyaprakash et al., 2003; Kwong & Moran, 2013,
2016; Pérez-pérez et al., 2013; Syed Yaacob et al., 2018; Vojvodic et al., 2013; Yun et al.,
2014; Zheng et al., 2016, 2018). En el caso del presente estudio, diferentes especies de
Firmicutes fueron encontrados entre los microorganismos identificados en todas las
muestras tomadas de fuentes de colonias sanas y en los tres estados de deterioro (Figura
17). Esto concuerda con lo encontrado por Diaz et al. (2016) en donde del total de muestreo

realizado en Melipona quadrifasciata, Firmicutes fue el grupo mas abundante (73.4%),
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Vallejo (2020) quien encontré un 90% de bacterias de este grupo en diferentes estadios
de la T. angustula, y Ngalimat et al. (2019) quienes igualmente reportaron 90% de
Firmicutes en bacterias aisladas de miel, polen y propoleo de Heterotrigona itama.

Los bacilos estan incluidos dentro del phylum Firmicutes y son uno de los grupos mas
comunes en las muestras tomadas de colonias de abejas ya sean mieleras
(Disayathanoowat, Yoshiyama, et al., 2012; Evans & Armstrong, 2006; Gilliam, 1997;
Gilliam & Morton, 1978; Yoshiyama & Kimura, 2009), solitarias como Centris flavofasciata,
Crawfordapis luctuosa y Xylocopa californica arizonensis (Gilliam, 1990) o sin aguijén como
Austroplebeia australis, Tetragonula carbonaria o Tetragonula hokingse (Mills, 2018),
Melipona fasciata (Gilliam et al., 1990), Trigona hipogea (Gilliam et al., 1985) y Vallejo
(2020).

En multiples estudios, el género Bacillus ha mostrado ser altamente importante para
contrarrestar patégenos en colonias de A. mellifera (Alippi & Reynaldi, 2006; Evans &
Armstrong, 2006; Sabaté et al., 2009; Senbagam et al., 2013; Yoshiyama & Kimura, 2009),
asi como también por ser un efectivo secretor de enzimas extracelulares, antibiéticos y
acidos grasos que permiten también la transformacién del polen y la mejora en la
alimentacion de la colonia (Gilliam, 1990; Gilliam et al., 1985). Esta relacion simbidtica
abeja-Bacillus se ha fortalecido a través del tiempo, y su registro mas antiguo se conoce
para la abeja sin aguijon extinta Proplebeia dominicana, encontrada en ambar (Cano et al.,
1994)

Dado que muchos bacilos han sido identificados como productores de metabolitos
secundarios, y teniendo en cuenta su papel en las colonias de A. mellifera, es posible
pensar que en T. angustula este grupo bacteriano también cumpla funciones metabdlicas

e inmunoldgicas.
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Figura 17 Frecuencia de los géneros identificados en cada estado de deterioro (S: sanas, P: etapa
temprana, T: etapa tardia, M: muerte)

En total se identificaron hasta especie 11 aislados de Bacillus ademas de uno que solo fue
posible su identificacion hasta género.

Bacillus altitudinis (Shivaji et al., 2006): ha sido identificada como patégeno de peras y
manzanas (Elbanna et al., 2014) y como posible biocontrolador de Phytophthora sojae (Lu
et al., 2017). Ha sido aislada de muestras de suelo (Vijay Kumar et al., 2011) se reconoce
la produccion de enzimas proteoliticas (Hwang et al., 2016).

Bacillus aryabhattai: bacteria conocida por sus propiedades promotoras de crecimiento de
plantas (Park et al., 2017; Xiang et al., 2017) y la capacidad de degradar insecticidas del
suelo (Pailan et al., 2015). No solo ha sido aislada de suelo, sino también del ambiente del
cultivo del camarén, en donde mostré propiedades antimicrobianas que mejoran las
condiciones para la cria (Tepaamorndech et al., 2019). Se aisl6 inicialmente de criotubos

de muestras tomadas en la estratosfera (Shivaji et al., 2009).
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Bacillus amyloliquefaciens (Priest et al., 1987): bacteria no patogénica que se puede aislar
de suelos y plantas. Fue registrada en el intestino del insecto palo Diaphroedes gigantea,
cuya fuente de alimento son hojas de eucalipto y otras plantas (Ignasiak & Maxwell, 2017).
Esta relacionada con Bacillus subtilis (Tsuru, 1962) y tiene propiedades antifingicas,
principalmente en medios nitrogenados (Caldeira et al., 2007).

Bacillus cereus: bacteria que se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente. Se
conoce su presencia en suelos, plantas y en intestino de artropodos como termitas, milpiés
0 cucarachas (Margulis et al., 1998), en afidos (Dash et al. 1984), en el hemiptero Cletus
signatus (G. Singh, 1974) y en Crawfordapis luctuosa (Hymenoptera — Colletidae) (Gilliam,
1990). Se conocen sus propiedades productoras de bacteriocinas que ayudan en A.

mellifera a controlar la presencia de patégenos (Alippi & Reynaldi, 2006).

Bacillus firmus (Werner, 1933): bacteria Gram positiva que se puede aislar de multiples
ambientes, y que es utilizada en biotecnologia ambiental para remover metales pesados
de cuerpos de agua (Bachate et al., 2013), como biocontrolador de nematodos (Castillo et
al., 2013; Mendoza et al., 2008; Terefe et al., 2012), entre otras funciones. Hasta el
momento solo se conoce de un reporte de patogenicidad en un lepidoptero (Varma, 1986),
y Su presencia en las provisiones larvales de la abeja Centris pallida (Gilliam et al., 1984)
y abejas obreras (Gilliam & Morton, 1978).

Bacillus marisflavi (Yoon et al., 2003): se ha encontrado en el fondo del mar Amarillo en
Corea, en suelos (Akayli et al., 2016) y se encontrd en un lote enfermo de peces Dentex
dentex cultivados para consumo humano (Akayli et al., 2019). Es un microorganismo poco
estudiado.

Bacillus megaterium (De Bary, 1884): ha sido aislada de suelo y agua, de intestino de A.
mellifera asi como de alimento larval, polen y miel de Trigona sp. y Mellipona fasciata
(Gilliam, 1990, 1997; Gilliam, 1979; Gilliam & Morton, 1978).

Bacillus mojavensis (Roberts et al., 1994): descubierta en muestras de suelo, es conocida

por ser antagonista endofitica del hongo Fusarium moniliforme, lo que la hace buen
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controlador biolégico (Bacon & Hinton, 2002, 2011; Ma et al., 2012). También se han

estudiado aplicaciones industriales para esta bacteria (Choi et al., 2011).

Bacillus pumilus: aislada del intestino y polen de A. mellifera (Gilliam, 1979; Gilliam &
Morton, 1978), ademas de las secreciones orales del coleoptero Dendroctonus rufipennis,
sirviendo como parte del control de hongos de las galerias abiertas por el insecto (Cardoza
et al., 2006). lgualmente es una de las especies de bacteria mas comunes en las
provisiones larvales de Trigona hipogea (Gilliam et al., 1984).

Bacillus siamensis (Sumpavapol et al., 2010): bacteria Gram positiva aislada de alimentos
asiaticos (Meidong et al., 2017) perteneciente al mismo grupo taxonomico de B.
amyloliquefaciens y B. velezensis (Fan et al., 2017). Puede producir compuestos
antmicaoticos y antibacteriales, ademas de que puede promover el crecimiento de plantas
(Jeong et al., 2012) y servir como suplemento alimenticio en acuicultura (Meidong et al.,
2017).

Bacillus velezensis: Wang et al. (2008) determinaron al analizar bajo técnicas moleculares
utilizandoel gen que codifica para el 16S rARN, que no existen diferencias considerables
gue permitan separar a esta especie de Bacillus amyloliquefaciens y debe ser considerada
como su sinénimo taxondmico posterior, pero mas adelante Dunlap et al. (2016)
rechazaron esta hip6tesis argumentando que la publicacion de B. velezensis fue previa a
los reportes de Bacillus methylotrophicus, Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum vy
'‘Bacillus oryzicola', siendo entonces estas Ultimas sinénimos taxonémicos posteriores a B.
velezensis. Esta especie es conocida por ser promotora del crecimiento de plantas y
supresora del crecimiento de patégenos (Fan et al., 2018; Grady et al., 2019; Rabbee et
al., 2019).

Respecto a Staphylococcus, se encontraron en las colonias tres especies. Una de ellas,
S. gallinarum (1983) ha sido reportada en pollos aunque también en Rhizoeccus
amorphophalli (Hemiptera: Pseudococcidae) (Sreerag et al., 2014). S. haemolyticus, es un
agente infeccioso en humanos (Czekaj et al., 2015) y también en coledpteros (Yaman &
Dem, 2016), pero se descartaria su accion patégena en las colonias muestreadas debido

a su aparicion exclusiva en una colonia en la fase final del deterioro. S. saprophyticus
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(Fairbrother, 1940) también ha sido reportada en Pseudococcidos, pero ademas como
parte de la microbiota del intestino de termitas que permite la digestion de celulosa (Paul
et al., 1986). Esta especie es la que presenta un mayor cambio en su abundancia dentro
del género y aunque no es de nuestro conocimiento que este microorganismo tenga la
capacidad de producir algin metabolito secundario en respuesta a algun otro patégeno,

seria de interés hacer esta evaluacion.

3.1.3 Gamaproteobacteria

Clase de bacterias incluida dentro del phylum Proteobacteria con mas de 250 géneros de
gran variedad morfoldgica y tréfica que solo comparten la secuencia 16S rARN como

caracter que define la clase (Garrity et al., 2005).

La relacidn que las abejas tienen con suelos y semillas posibilita que este tipo de bacterias
qgue comunmente se encuentran en esos sustratos, sean compartidos no solo con las
forrajeras encargadas de visitar puntos externos a la colonia, sino también con abejas y
fuentes dentro de la colonia (Ludvigsen et al., 2018; Maes et al., 2016; Powell et al., 2014;
Raymann & Moran, 2018; Subotic et al., 2019).

Enterobacter hormaechei (O’Hara et al., 1989) es una Gamaproteobacteria ambiental
Gram negativa encontrada principalmente en suelos. Se conocen sus priopiedades
estimulantes del crecimiento de raiz en tomate en terrenos salinos (Egamberdieva et al.,
2014), de la solanacea Withania coagulans y de la oliva india Olea ferruginea (Ullah et al.,
2017), asi como su capacidad para limitar el crecimiento de Fusarium spp. (Przemieniecki
et al., 2019). También ha sido aislada del intestino del hemiptero Amrasca biguttula
biguttula especificamente en Bancalore- India (Sivakumar et al., 2016), de Bombus spp.
(Praet et al., 2018) y de Apis cerana indica (Disayathanoowat, Yoshiyama, et al., 2012),

Enterobacter asburiae (Brenner et al., 1986), aislada de suelos (Quadt-Hallmann et al.,
1997), tiene la capacidad de degradar endosulfan, insecticida altamente residual (Abraham
& Silambarasan, 2015). También ha sido aislada de intestino del cicadellido Amrasca
biguttula biguttula (Sivakumar et al., 2016), de la polilla Acherontia atropos (Ignasiak &
Maxwell, 2017) y de la plaga de granero Plodia interpunctella (Lepidoptera, Pyralidae) para

la degradacién del polietileno (Yang et al., 2014).
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Algunos géneros de bacterias encontrados en abeja sin aguijon son Streptomyces
(Promnuan et al., 2009), Salmonella, Clostridium, Staphylococcus, Enterobacter
(Pucciarelli et al., 2014), Enterococcus (Sivakumar et al., 2016), Ralstonia, Pantoea,
Neisseria, Pseudomonas (Leonhardt & Kaltenpoth, 2014), Lysinibacillus (Shanks et al.,
2017; Vasquez et al., 2012) y Fructobacillus (Syed Yaacob et al., 2018). Vallejo (2020)
registré gran abundancia de Enterobacter cowanii y Leuconostoc pseudomesenteroides en
los aislamientos realizados de intestinos de abejas T. angustula de diferentes edades, pero
estas especies no se reportaron entre las especies identificadas en el presente estudio.
Mills (2018) y Leonhardt y Kaltenpoth (2014) encontraron en las abejas meliponinas una
gran cantidad de Lactobaciliales y Bacillus sp.

Se presenta un listado de las bacterias identificadas por fuente de aislamiento de las
colonias consideradas como sanas por no presentar ninguna evidencia del deterioro (Tabla
4) y colonias con presencia del deterioro (Tabla 5) y se sefialan las fuentes de donde fueron
aisladas. Las especies encontradas en el mayor nimero de fuentes (abejas y materiales
del nido) fueron Lysinibacillus massiliensis y Enterococcus casteliflavus, mientras que
Bacillus altitudinis, B. marisflavis y B. amyloliquefaciens se encontraron principalmente en
abejas, larvas y pupas. Bacillus pumilus también parece tener una relacién estrecha con

las muestras tomadas de las abejas adultas y pecoreadoras e inmaduros.

Tabla 4 Especies bacterianas aisladas de colonias sanas y su presencia por fuente. (abeja adulta [AA},
abeja juvenil [AJ], abeja pecoreadora[AP], intestino de adulta [IA], intestino de juvenil [IJ], intestino de
pecoreadora [IP], larva [L], pupa [P], miel [M], pote de miel [PM], polen [PO], pote de polen [PP], resina
[R], detritos [B], piquera[PI], disco viejo [DV], involucro [I], Cera [CE], disco joven [DJ]),

Acinetobacter calcoaceticus (@)
Staphylococcus saprophyticus (@]

Baciflus sp [ [ J

Enterobacter hormaechei
Bacillus siamensis [ J [ J

Bacillus mojavensis O (0X@) O
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Isoptericola variabilis

Acinetobacter baumannii

Bacillus pumilus [} ] 000 [

Bacillus velezensis

Bacillus infantis

Bacillus amyloliguefaciens o 00 O 00000 [ N o

Bacillus marisflavi o 00 0 00000 O (X X ]

Enterococcus casseliffavus @ @ o 000 [ ] [ N X ] [ X ]

Bacillus altitudinis o 00 O 00000 [ ] [ J o0

Lysinibacillus massiliensis 00 00000OC O [ ] [ ] e o°
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Tabla 5 Especies bacterianas aisladas de colonias con presencia del deterioro y su presencia por
fuente. Se sefiala dentro del recuadro naranja las especies que también fueron aisladas en colonias
sanas. (abeja adulta [AA}, abeja juvenil [AJ], abeja pecoreadora[AP], detritos [B], materia blanca seca
[CBS], celda vecina [CV], disco joven [DJ], disco joven engrosado [DJ eng], disco viejo [DV], involucro
[1], intestino de adulta [IA], intestino de juvenil [IJ], intestino de pecoreadora [IP], larva [L], larva reina
[LR], larvavecina[LV], miel [M], pupa[P], piquera[Pl],, pote de miel [PM], polen [PO], pote de polen [PP],
resina [R], ,).
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Al comparar las bacterias encontradas en colonias sanas y colonias con deterioro, se
observa un cambio en la distribucion dentro de la colmena, y no es posible determinar a
partir de los datos si se podria considerar algunas de estas como parte de la microbiota

propia de T. angustula.

Se observé que la abundancia bacteriana general en colonias de la Hacienda fue mayor
en comparacion con los valores obtenidos en Santa Barbara (Figura 18) y hubo diferencias
significativas en la diversidad bacteriana encontrada en los dos sitios, siendo la Hacienda

la que presentd un 40% mas de géneros bacterianos (Figura 19)
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Figura 18 Comparacion de la abundancia de bacterias por orden en las dos zonas de muestreo, siendo
Cimitarra las colonias correspondientes a la Hacienda el Paraiso

12

10

8

6

4

: I I I

0

PN S N SN O e,g,\&c

& L F & LS &

<O ) QO S & RS e P ) ol \O
© NP AN $ &
¥ « v g S (_)\,'b

B Cimitarra M Santa Barbara

Figura 19 Diversidad de géneros bacterianos presentes en colonias de la Hacienda el Paraiso
(Cimitarra) y Santa Béarbara

3.2 Variacion de las abundancias
bacterianas (UFC) segun Fuente de
aislamiento

Inicialmente se queria establecer si existia algan patron en particular en la distribucion de

los microorganismos en las diferentes fuentes en los diferentes estados de deterioro.
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Se esperaba que, al realizar los escalamientos multidimensionales (MDS) por estado de
deterioro, hubiera una agremiacién de los puntos correspondientes a las abundancias de
los morfotipos encontrados en colonias con presencia del deterioro y una separacion
respecto a los encontrados para colonias sanas. Este no fue el caso, sino que, por el
contrario, los puntos fueron representados de manera dispersa y entremezclando los
morfotipos encontrados al comparar entre todos los estados del deterioro (Figura 20)
fuentes de aislamiento y localidad. Ninguno de esos analisis arrojo resultados que pudieran

sugerir la presencia de un patégeno en las colonias.

Un resultado similar fue encontrado por Koch et al. (2012) al comparar la composicion de
los microorganismos asociados a B. terrestris sanos y B. terrestris infectados con Nosema
bombi, en donde no hubo diferencias significativas, aunque ellos no tuvieron en cuenta

datos cuantitativos de las bacterias aisladas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se tomd la decision de analizar el comportamiento de las
especies bacterianas encontradas en cada una de las fuentes por separado, poniendo
particular atencién en la dindmica de su abundancia y la diversidad entre estados de
deterioro.
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Figura 20 MDS para los aislamientos por estado de deterioro en donde las distancias entre los puntos
representan la similitud en los valores de abundancia
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Para el analisis, inicialmente se observaron los valores de abundancia total de
microorganismos por estado de deterioro, encontrando diferencias significativas (p<0.05)
entre los diferentes estados. En cuanto a la diversidad bacteriana encontrada en las
muestras tomadas de colonias sanas, larvas e intestino de pecoreadoras resultaron ser las
fuentes mas similares entre ellas, mientras que la entrada (piquera), la resina y la cera

fueron las mas distantes (Figura 21).

En las colonias clasificadas en el estadio temprano de deterioro, fuentes que no aparecian
relacionadas en las colonias sanas, se muestran con mayor grado de similitud, como por
ejemplo las muestras de abejas o los intestinos de las diferentes abejas (Figura 22). Para
poder hacer un analisis comprensivo de este fendmeno, se dividieron las muestras en tres
grupos, el componente insecto que corresponde a las abejas completas e intestinos
extraidos, larvas y pupas, el componente alimento que corresponde a miel, polen y potes
de miel y polen y por ultimo todas las muestras de tipo estructural como el involucro, la
resina, los discos de cria, la piqueray detritos.
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Figura 21 Similitud de la diversidad bacteriana encontrada en las diferentes fuentes en colonias sanas
(disco joven [DJ], disco viejo [DV], abeja pecoreadora [AP], miel [M], intestino de juvenil [IJ], pote de
miel [PM], pupa [P], abeja adulta [AA], detritos [B], intestino de pecoreadora [IP] larva [L], polen [PQ],
intestino de adulta [IA], pote de polen [PP], abeja juvenil [AJ], involucro [I], piquera[Pl], cera[CE], resina

[R])
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Figura 22 Similitud de especies bacterianas aisladas de fuentes tomadas de colonias clasificadas con
deterioro temprano (abeja adulta [AA], abeja juvenil [AJ], abeja pecoreadora [AP], detritos [B], disco
joven [DJ], disco joven engrosado [DJeng], disco viejo [DV], involucro [l], intestino de adulta [IA],
intestino de juvenil [IJ], intestino de pecoreadora [IP] larva [L], miel [M], pupa [P], piquera [PI], pote de
miel [PM], polen [PO], pote de polen [PP], resina [R])

En general se pudo evidenciar variaciones en las abundancias de los microorganismos
aislados y en la composicion de la microbiota asociada a las fuentes en los diferentes

estados de deterioro, las cuales detallaremos a continuacion:

3.2.1 Microorganismos asociados alas obreras de
abejas angelitas (T. angustula)
De las abejas adultas (AA), abejas juveniles (AJ) y abejas pecoreadoras (AP) en colonias
sanas se aislaron 38 morfotipos y en colonias con presencia de deterioro, 37, algunas de

las cuales

Se encontré que Bacilus altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. marisflavi y L. massiliensis
estan presentes como simbiontes en los tres tipos de abejas tanto sanas como en
colmenas con deterioro, aunque B. amyloliquefaciens no pareciera estar alojada en los
intestinos de abejas juveniles sanas. B. velezensis aparentemente se encuentra distribuida
mas ampliamente en abejas de colonias enfermas respecto a lo observado en abejas
sanas y Microbacterium paraoxidans, ausente en colonias sanas, se aisldé de todas las

abejas e intestinos en colonias con sefales de deterioro (Tabla 6). Hasta el momento,
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ninguna de esas especies ha sido asociada directamente con abejas, pero no es
sorprendente su presencia dado que todas tienen relacion con plantas y suelos a las que

posiblemente tienen acceso las abejas forrajeras.

La distribucion y abundancia de los microorganismos esta definida por el ambiente en el
gue se encuentran, asi como por las relaciones que tienen con otros microorganismos
(Palacios-Lopez et al., 2011). Su respuesta puede estar condicionada tanto a la presencia
de dafio celular (competencia por interferencia) o al estrés fisiolégico (competencia por
explotacion de recursos), posiblemente causado por otro organismo (Cornforth & Foster,
2013). Por ejemplo, Hubert et al. (2017) encontraron un cambio significativo en la
microbiota de A. mellifera relacionado con la presencia de parasitos y de factores
geograficos y ambientales. Teniendo en cuenta lo anterior, al remover la variable
geografica y ambiental al analizar exclusivamente las colonias encontradas en la Hacienda
el Paraiso, la variacibn de la abundancia de B. velezensis, B. altitudinis, B.
amilolyquefaciens, I. variabilis y L. massiliensis en los diferentes estados de deterioro,
puede estar indicando la presencia de algin agente externo que causa disrupcion en la
homedstasis de los simbiontes de las abejas. Esta tendencia se observa no solo en abejas
adultas completas (Figura 23) sino también en abejas juveniles (Figura 24) y las
pecoreadoras (Figura 25), en donde el incremento de abundancia de las especies

presentes es evidente.

Al igual que en las abejas mieleras (Gilliam, 1997), en las colonias sanas se encontrd una
mayor presencia bacteriana en abejas pecoreadoras respecto a las juveniles mientras que
lo opuesto se reflejé en las colonias con sefiales de deterioro tanto en la etapa temprana,
como en la etapa tardia (Figura 26). Al comparar la diversidad de bacterias asociadas entre
los tipos de abejas, en las colonias sanas se encontré que las abejas juveniles (AJ) tienen
un 20% de similitud respecto a adultas (AA) y pecoreadoras (AP). Al hacer la misma
comparacion en colonias con presencia de las sefales de deterioro en etapa temprana se
da un ligero incremento en la similitud AJ-AA-AP (33%) pero al avanzar el deterioro la
similitud entre AJ y AP es considerablemente menor (16%) que AJ y AA que permanecio
estable. Esta variacion no solo se dio a nivel de numero de especies, sino que también las
bacterias presentes en la etapa tardia aparecen con valores menores de abundancia

(Figura 26). AA y AP de colonias sanas muestran un 34% de similitud en colonias sanas,
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porcentaje mucho menor que el encontrado por Vallejo (2020), posiblemente por la
diferencia en la cantidad de morfotipos aislados de las muestras de cada estudio.

Tabla 6 Especies de bacterias aisladas de abejas completas o solo de los intestinos de abejas de
colonias sanas y colonias en etapa temprana (P) y etapa tardia (T) del deterioro. Se sefialan en gris las
especies compartidas por las abejas completas e intestinos en las diferentes colonias, y se marcan con
una estrella naranja las cuatro especies de bacterias encontradas solo en abejas de colonias con
presencia de deterioro.

Colonias sanas ColoniasPy T
Especies AA Al AP IA IJ IP.AA Al AP IA J IP
Acinetobacter baumannii X X X
Bacillus altitudinis X X X
Bacillus amyloliquefaciens X X
Bacillus infantis
Bacillus marisflavi
Bacillus mojavensis
Bacillus pumilus
Bacillus siamensis
Bacillus sp

Bacillus velezensis X X X iX X
Enterobacter asburiae
Enterobacter hormaechei
Enterococcus casseliflavus X X
Isoptericola variabilis
Lysinibacillus massiliensis X X X
Lysinibacillus sphaericus
Microbacterium paraoxydans
Pantoea eucrina

Shigella sonnei
Staphylococcus gallinarum X
Staphylococcus saprophyticus X X X

X X X X X X
x

X X X X X X X

X X X X

X X X X X

X X X X X
x
x
x
x
X X X X X X
X X X X

X X X X
X X X X

X X X X X

x
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Figura 23 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de abejas adultas en diferentes
estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 24 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de abejas juveniles (AJ) en
diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 25 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de abejas pecoreadoras
completas (AP) en diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 26 Diversidad y abundancia de bacterias encontradas por fuente (abeja adulta (AA), pecoreadora
(AP) y juvenil (AJ)) en cada uno de los estados de deterioro (S. sanas, P: etapa temprana, T: etapa
tardia)

El incremento de la abundancia de algunas de las especies bacterianas durante la etapa

temprana de deterioro podria ser parte del comportamiento conocido como provocacion
bacteriana, en el que un microorganismo del hospedero ataca a un invasor, para que este
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reaccione al ataque y desate la produccion de metabolitos secundarios por parte del resto
de la microbiota asociada al hospedero o ecosistema para eliminarlo (Gonzalez et al.,
2018). La provocacion bacteriana no es el Unico mecanismo que tienen los
microorganismos dentro de un hospedero para inducir una respuesta por parte de las otras
células bacterianas en situaciones de estrés. La percepcion de cuérum es la habilidad de
detectar y responder ante la densidad celular regulada por la produccién, secrecién y
deteccion de sefiales autoinductoras que monitorean la densidad de las células y la
complejidad en la poblacion en el ecosistema (Hawver et al.,, 2016). Este tipo de
comunicacion permite coordinar a todas las células bacterianas para que haya un
comportamiento de grupo y que exista una regulacién colectiva de la expresién de genes
en respuesta a sefiales provenientes del ecosistema (Braga et al., 2016) con miras a ser
efectivos en cuanto a la vigilancia, la supervivencia y la adaptacion de los microorganismos
en el ecosistema (Bassler & Vogel, 2013). Basados en lo anterior, se podria pensar que
durante la etapa temprana hay una activacién de la percepcién del cuérum que estimula el
incremento celular en el hospedero. Independientemente de cual sea el mecanismo que
estimula el crecimiento bacteriano, la reduccién drastica de la microbiota en la etapa tardia
podria estar indicando un efecto colateral, ya sea por la afectaciéon de la microbiota
asociada a T. angustula por efecto de los metabolitos secundarios producidos en el entorno

(Gonzalez et al., 2018) o por el avance del patégeno no detectado entre las muestras.

Observaciones realizadas en las colonias de la Hacienda, permitieron identificar que
algunas de ellas permanecieron en la etapa temprana de deterioro por cierto tiempo antes
de recuperarse o de pasar a la etapa tardia y posterior muerte de la colonia (Rosso-
Londofio, Com. pers. 2020), lo que podria estar indicando una respuesta del sistema
inmune de la colonia para contrarrestar el deterioro. Podria pensarse que en los casos en
los que las colonias se recuperan, el sistema inmune de la colonia ha sido capaz de
recuperar el equilibrio microbiolégico o de someter al patégeno, por el contrario, las
colonias en las que finalmente hay un avance del deterioro muestran el patron de aumento
inicial y reduccion final de los microorganismos. Este tipo de respuesta se ha observado
en la microbiota de Apis cerana al comparar abejas infectadas con Nosema cerenae y
abejas sanas, en donde las cantidades de Bifidobacterium y Pasteurellaceae se ven

reducidas en presencia del microsporidio (Li et al., 2012).
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Esta misma tendencia del cambio en los microorganismos se puede observar al comparar
las bacterias presentes en cada una de las muestras de intestinos de diferentes abejas en
las diferentes etapas de deterioro. En intestino de abejas adultas (IA), pecoreadoras (IP) y
juveniles (1J) de colonias sanas, se registraron 26 morfotipos (12 identificados a especie),
mientras que en muestras con presencia del deterioro se aislaron 42 (18 identificados a
especie).

Tanto en 1A (Figura 27) 1J (Figura 28) e IP (Figura 29) se encontraron diferencias
significativas (p<0.005) en la abundancia de las especies bacterianas encontradas en
colonias sanas respecto a los valores mas altos encontrados en etapa temprana, y la
reduccion de los mismos en la etapa tardia. Hubert et al. (2017) proponen que, tomando
en cuenta el grupo de microorganismos propios de la especie y aquellos que tienen
variacion en cuanto a su presencia, si hay un aumento de los primeros, estariamos
hablando de proteccion al hospedero, mientras que si aumentan los segundos, se podria
calificar como disbiosis. En ese sentido, se deberia caracterizar la microbiota de T.
angustula para establecer cuales microorganismos estan asociados siempre a las abejas

angelitas y establecer si esos son los que estan variando en este caso.

Se conocen aproximadamente nueve grupos bacterianos compartidos por diferentes
especies de abejas corbiculadas del género Apis y Bombus: abundantemente los cluster
de Proteobacterias Snodgrassella alvi y Gilliamella apicolay Firmicutes Lactobacillus Firm-
4 y Lactobacillus Firm-5 (Kwong & Moran, 2013, 2016; Martinson et al., 2011; Moran et al.,
2012). En menor cantidad, pero siempre presentes los cluster de la Actinobacteria
Bifidobacterium asteroides (Bottacini et al., 2012). Los cuatro cluster restantes
corresponden a la Proteobacteria Frischella perrara (Engel et al., 2013), Bartonella apis
(KeSnerova et al., 2016), Parasaccharibacter apium (Corby-Harris, Snyder, et al., 2014), y
bacterias del género Gluconobacter (Martinson et al., 2011). En obreras de A. mellifera,
ocurren tres de los nueve clusters bacterianos conocidos: Beta, Firm-5, and Gamma-1
(Martinson et al., 2012), Lactobacillus (Firm 4) y las Bifidiobacterias son mas abundantes
en Nodrizas (juveniles) y adultas encargadas del procesamiento de alimento y las
Proteobacterias son mas abundantes en adultas procesadoras de alimento Bartonella ha
sido encontrada mayormente en procesadoras de alimento (Jones, Fruciano, Marchant, et

al., 2018). Todos estos estudios realizaron la caracterizacion de la microbiota a partir de la
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extraccion de ADN de las muestras, y no por aislamiento de los microorganismos en los
medios de cultivo, razén por la cual no podemos asegurar que representantes de los nueve

grupos estén ausentes en T. angustula.
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Figura 27 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de Intestino de adultas en
diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 28 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de Intestino de juveniles en
diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 29 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de Intestino de pecoreadoras
en diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)

En colonias sanas la similitud en la diversidad bacteriana entre larvas (L) y pupas (P) no
superd el 30% segun el indice de Jaccard, andlogo a lo encontrado entre larvas y los
intestinos de abejas pecoreadoras (IP) con 10 morfotipos coincidentes. Vojvodic, Rehan &
Anderson (2013) y Xu, Wu, Guo & Li (2014) también encontraron coincidencia en los
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filotipos bacterianos aislados de adultos y de larvas en abejas africanizadas y europeas,
asi como Hroncova et al. (2019), no encontraron diferencias entre las bacterias aisladas
de pupasy larvas. En los estados méas avanzados del deterioro, el indice de Jaccard entre

L y P se redujo ligeramente (20%).

Las larvas presentaron en colonias sanas 24 morfotipos de los cuales 7 fueron identificados
(Figura 30), y al comparar con larvas de colonias con presencia del deterioro se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la carga bacteriana de las muestras.
Vallejo (2020) solo reporté dos morfotipos bacterianos en larvas, uno de los cuales es

Bacillus flexus, el cual no fue encontrado en las bacterias identificadas de este estudio.

En el andlisis de las pupas sanas y con presencia del deterioro, al igual que en las muestras
de abejas e intestinos, también fueron encontradas diferencias significativas (p<0.005),
siendo notorio en las pupas el incremento en diversidad y abundancia durante la etapa
temprana de deterioro. Comparativamente, Vallejo (2020) encontré Unicamente un
morfotipo en las pupas, lo que contrasta con los 9 morfotipos aislados en el presente

estudio, de los cuales fueron identificados 4 (Figura 31).
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Figura 30 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de larvas en diferentes estados
de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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Figura 31 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de pupas en diferentes estados
de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)
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3.2.2 Microorganismos asociados al alimento

La Miel [M], polen [Po], potes de miel [PM] y potes de polen [PP] no mostraron diferencias
significativas (P<0.05) entre ellas en cuanto a la abundancia y la diversidad de

microorganismos en las colonias sanas.

En la miel de colonias sanas fueron aislados 18 morfotipos bacterianos, mientras que en
colonias con muestras de deterioro el total de morfotipos aislados fue de 38 en su mayoria
de la etapa temprana. En total de las muestras de miel fueron identificados 18 morfotipos,
de los cuales A. baumani, B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. marisflavi, B. siamensis,
E. hormaechei, |. variabilis y L. massiliensis se encontraron tanto en colonias sanas como
en etapa temprana (Figura 32). Al observar la variacién de L. massiliensis en todas las
muestras del estudio, se encontr6 presencia de la especie en casi todas las muestras
sanas, con excepcion de la piquera y la resina, y en la mayoria su abundancia se
incrementd en las colonias categorizadas dentro de la etapa temprana de deterioro y se
redujo en la etapa tardia. Esta especie bacteriana conocida antes como B. massiliensis,
es una bacteria Gram positiva que generalmente se encuentra en el ambiente y no se
considera patogénica. Ha sido propuesta por Belur et al. (2012) para ser utilizada en

biorreactores como productora de tanasa, componente importante de la fabricacion de
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drogas antimalaricas. También se ha observado que su presencia en suelos contaminados
con compuestos organicos se puede incrementar, si estos son tratados mediante
micoremediacién usando hongos como Botryosphaeria rhodina o Pleurotus pulmonarius
(Federici et al., 2007).

Pertenece al mismo género que L. sphaericus, (Ahmed et al., 2007) previamente conocido
como Bacillus sphaericus (Gilliam & Morton, 1978), y que también fue aislada de muestras
de miel en este estudio. Esta especie es una bacteria con cepas téxicas y saprofiticas, de
las que se conoce su alto potencial biotecnolégico no solo como controlador de los
culicidos Anopheles sp., A. aegypti y C. quinquefaciatus (Ferreira et al., 2015; Jurat-
Fuentes & Jackson, 2012), sino también como biodegradador de petréleo (Manchola &
Dussan, 2014) y como bacteria resistente a los metales pesados con efectos larvicidas
(Lozano & Dussan, 2013). Ha sido aislada del tejido abdominal de A. mellifera (Gilliam,
1997), de Bombus (Praet et al., 2018) e incluso de muestras de la abeja sin aguijon
Proplebeia americana (Hymenoptera, Apidae) encontradas en ambar (Cano & Borucki,
1995). Una cepa fue identificada como productora de un metabolito téxico para la
cucaracha Blattaria germanica (Nishiwaki et al., 2007). Al ser utilizado como controlador
de Anopheles, los resultados no evidenciaron un efecto negativo en otros insectos
asociados al cuerpo de agua tratado, pero el efecto sobre las larvas de Anopheles fue
contundente (Ferreira et al., 2015). L. sphaericus es potencialmente nociva para T.
angustula dada la patogenicidad encontrada por Shanks et al. (2017) en Tetragonula
carbonaria. Realizando una comparacién con la descripcién del sindrome descrito por
estos autores, las caracteristicas de deterioro no parecen similares y no se tienen
evidencias que incriminen en este caso a L. sphaericus como la causante del deterioro de
las colonias. Los autores reportan cambios en la estructura de construccion de los discos
de cria, larvas descoloridas, celdas abiertas con larvas de apariencia fluida, ademas de

poca movilidad de las abejas y un olor a putrefacto. Para descartar su posible relacién con
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el deterioro, seria conveniente evaluar la capacidad patogénica de la cepa colombiana, y

extender la evaluacién a L. massiliensis.
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Figura 32 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de miel (M) en diferentes
estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)

En miel de A. mellifera, Lusby et al. (2005) encontraron actividad bactericida contra
Alcaligenes faecalis, Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei, Salmonella california, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis, Chanchao (2000) describi6 la actividad antimicrobiana contra S. aureus en
miel de Apis dorsata, Gamboa y Figueroa (2009) describieron la capacidad antibacteriana
de la miel de T. angustula frente a Salmonella enterica subsp.enterica serovar
Typhimurium, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, asi como contra B. subtilis, S.
aureus y Kocuria rhizophila, y para la misma especie de abeja asi como para Melipona
becheii, Zamora et al. (2014) observaron la capacidad de inhibicion de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Miorin et al. (2003) también observaron la inhibicién
de S. aureus al utilizar miel de T. angustula pero también reportaron que la miel de Trigona

spp. tiene actividad bactericida contra E. coli, B. brevis, M luteus y B. megaterium.

A pesar del amplio espectro de microorganismos inhibidos por la miel de abejas, la miel es

fuente de gran variedad de bacterias que se adaptan a las condiciones de acidez,
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humedad, hiperosmolaridad entre otros (Olaitan et al., 2007). Algunas de las bacterias
aisladas han mostrado tener potencial inhibitorio contra otras bacterias y hongos. Por
ejemplo, de miel de A. mellifera se aislaron Bacillus y Paenibacillus capaces de inhibir el
crecimiento del hongo Ascosphaera apis (Reynaldi et al., 2004), Lactobacillus spp. aislados
de miel e intestinos, impidieron el crecimiento de E. coli y Salmonella enterica (Salgado-
Silva et al., 2017) y multiples bacterias del género Bacillus fueron efectivas en diferentes
grados ante P. larvae (Alippi & Reynaldi, 2006). Otros microorganismos aislados de miel
de A. mellifera son, Bacillus sp., Clostridium sp., B. megaterium, B alvei (Gilliam et al.,
1990) y gran cantidad de hongos, algunas levaduras, probidticos, Gluconobacter y

Pseudomonas (Salgado-Silva et al., 2017; Sinacori et al., 2014).

En cuanto a mieles de abejas sin aguijén, Gilliam et al. (1990) aislaron de Melipona fasciata
B. megaterium, B. circulans, y B. alvei, Ngalimat et al. (2019) encontraron en miel de
Heterotrigona itama 37 bacterias del phylum Firmicutes y una actinobacteria, de las cuales
Unicamente B. cereus HD1, B. altitudinis BD4, B. amyloliquefaciens PD9 and B. safensis
BD9, mostraron actividad antimicrobial. Pucciarelli et al. (2014) encontraron en miel de T.
angustula, Staphylococcus, Enterococcus, E. coli y Salmonella, bacterias que no fueron
aisladas en este estudio y que, segun los autores pudieron haber llegado a sus muestras

debido al almacenamiento o manipulaciéon indebida de las muestras. También en T.
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angustula Cambronero-Heinrichs et al. (2019) aislaron cinco actinobacterias y Olaya et al.
(2014) aislaron Clostridium perfringens y E. coli.

En comparacion con la miel, la diversidad bacteriana aislada del material del que se
componen los potes de miel (PM) fue menor, y con gran variabilidad en la carga bacteriana

de las colonias (p<0.005) al comparar todos los estados de deterioro.
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Figura 33 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de Pote de Miel (PM) en
diferentes estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)

De esta fuente se aislaron 13 morfotipos de colonias sanas y 19 de colonias deterioradas.
Se seleccionaron 11 morfotipos para identificacién, de los cuales hubo siete especies de
bacilos, destacando nuevamente la abundante presencia de B. altitudinis y B.

amyloliquefaciens. A diferencia de lo encontrado en la miel, L. massiliensis fue encontrado
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en colonias sanas, se redujo su abundancia en colonias con etapa temprana de deterioro

y volvié a incrementarse en la etapa tardia.
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Figura 34 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de Polen en diferentes estados
de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)

El polen (PO) es una de las fuentes que ha sido mas utilizada para realizar estudios, pues
su contenido microbiolégico es esencial para la alimentacion y salud de la colonia
(Dharampal et al., 2019; Ngalimat et al.,, 2019; Voulgari-Kokota et al., 2019). Dichos
microorganismos provienen de las flores que las abejas visitan, pasando por transmision

horizontal (Anderson et al., 2013)

En las muestras de este estudio, del polen de colonias sanas fueron aislados 16 morfotipos
(7 identificados) a especie, mientras que en colonias con evidencia de deterioro se aislaron
29 morfotipos, de los cuales 11 fueron identificados (Figura 34). Hay diferencias
significativas en la abundancia de microorganismos por etapa del deterioro en las muestras
de polen al comparar colonias sanas, con colonias deterioradas, especialmente de tres
especies de Bacillus y una de Staphylococcus que inicialmente no se encontraban en las
muestras de polen de colonias sanas. En los microorganismos del polen seleccionados
para identificacion, no se encontraron actinobacterias a diferencia de las
Actinocatenisporas, una Gordonia, una Nocardiopsis, tres Micromonosporas Yy
Streptomyices sp. reportadas por Cambronero-Heinrichs et al. (2019) en polen, potes de

miel, detritos y cerumen de T. angustula, Por el contrario, los aislamientos de este trabajo
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tienen cierta similitud respecto a lo presentado por Pérez-Pérez et al. (2013), quienes
encontraron principalmente bacterias del género Bacillus. Gilliam et al. (1984) y Rosa et al.
(2003), encontraron levaduras como Starmerella meliponinorum, Starmerella neotropicalis,

Candida apicola y Zygosaccharomyces spp.

De todos los aislamientos, especies como B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus
y, L. massiliensis fueron encontrados también en muestras de polen. Es de esperar que
haya microorganismos compartidos por el polen y abejas, dado que son ellas las
encargadas de traerlo al nido, procesarlo y distribuirlo. La similitud de la diversidad
bacteriana del polen respecto a los tipos de abejas en colonias sanas mostré estar mas
relacionada con las abejas pecoreadoras (AP) aunque no hubo gran diferencia respecto a
las otras abejas (Figura 35 A), tal como lo describe Jones y colaboradores (2018), quienes
asocian las diferentes tareas y comportamientos de A. mellifera con ciertos grupos de
microorganismos. Esta relacion cercana del polen con las abejas ha sido estudiada en
multiples ocasiones, asociando el fitness de los individuos de la colonia con los
microorganismos ingresados al nido a través del polen (Dharampal et al., 2019; Vasquez
et al., 2012), ya que este no solo sirve como fuente nutricional para los adultos, sino que a
manera de pan de abeja, sirve como alimento entregado por las nodrizas a las larvas en
las celdas de cria (Naiem et al., 1999). Es una fuente de proteinas necesaria para las
abejas (Brodschneider & Crailsheim, 2010) lo que lo hace un vehiculo importante para la

microbiota asociada a él.

En las colonias con presencia del deterioro hay ligeramente mayor similitud entre todas las
abejas que con el polen (Figura 35 B). La homogenizacion de las bacterias encontradas
entre las diferentes edades de las abejas en la etapa inicial del deterioro podria deberse a
gue la microbiota asociada esta respondiendo en todas ellas de la misma manera al
estimulo que origina el deterioro de la colonia. Por ejemplo Li et al. (2012) encontraron que
la infeccion de Apis cerana con Nosema ceranae resulta en la disminucion de las
cantidades de los taxa bacterianos cominmente encontrados en esta especie de abeja,
aunque este efecto de N. ceranae no se observa en A. mellifera en donde hubo solo
cambios ligeros en la composicién microbiana en los intestinos de las abejas (Rubanov et
al., 2019), lo que mostraria que la respuesta podria estar relacionada con la especie de

abeja infectada.



66 Bacterias asociadas a colonias de T. angustula y su

. AP PO

Al

-1
) Colonias con presencia de sindrome
Colonias sanas

A) B)

Figura 35 Similitud (Jaccard) de las muestras de polen (PO), abejas pecoreadoras (PO), abejas adultas
(AA) y abejas juveniles (AJ) en colonias sanas (A) y en colonias con presencia de deterioro (B)

Garcia-Garcia et al. (2006) aislaron bacterias de polen de abejas y potes, ademas del
tracto digestivo de A. mellifera y encontraron los géneros Pseudomonas, Streptococcus,
Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, Yersinia y Arthrobacter. Gilliam et al.
(1990) encontraron también B. megaterium, B. alvei y B. circulans, Vasquez y Olofsson
(2009) identificaron Lactobacillus y bacterias de la familia Pasteurelaceae también en A.
mellifera. También se ha establecido que por esta misma via cualquier tipo de
microorganismo patdgeno puede ingresar a la colonia cuando las abejas forrajeras visitan
una fuente previamente contaminada (Pereira et al., 2019; Voulgari-Kokota et al., 2019) lo

gue pondria en riesgo la salud del nido.

El pote de polen pasé de tener 11 morfotipos en colonias sanas a 24 en colonias con
sefiales de deterioro. En este caso las bacterias que mas destacaron fueron B.
amyloliquefaciens, B. velezensis e I. variabilis (Figura 36). Este resultado difiere totalmente
del obtenido por Pérez-Pérez et al. (2013) quienes Unicamente aislaron Staphylococcus
sp. de las muestras de cerumen del pote de polen en la cara interna y ninguno en la cara
externa. Esta diferencia podria deberse a la diferencia en la toma de muestra, que no solo

varié en cuanto a la metodologia del muestreo, sino también el tipo de medio de cultivo



67

utilizado y el tipo de almacenamiento de la muestra. En este trabajo no se hizo distincion
en cuanto a la superficie muestreada del pote.

La abundancia bacteriana no presenta valores tan altos como en otras fuentes en las
colonias sanas, pero si se observa que el recuento de algunas de las especies aumentd
en la etapa temprana de deterioro y la etapa tardia, lo que confiere diferencias significativas
de la carga bacteriana entre los estados de colonia evaluados. Ademéas de esto, la
diversidad encontrada en colonias sanas, etapa temprana y etapa tardia presenta muy
poca similitud.
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Figura 36 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de Pote de Polen en diferentes
estados de deterioro (S: sanas, P: etapa temprana, T: etapa tardia)

Al comparar la diversidad encontrada en polen y pote de polen solo compartieron 7

morfotipos de los 20 aislados para estas dos fuentes, lo que les confiere una baja similitud.

3.2.3 Microorganismos aislados de diferentes
estructuras de la colmena.
El tercer grupo de muestras a analizar corresponde al componente estructural que incluye
todas las muestras de cerumen de diferentes partes de la colmena, como lo son los detritos
(B) el involucro (1), los discos de cria joven (DJ) y los discos de cria viejos (DV), la resina

(R), la basura o y la piquera (Pl). Todas estas muestras, junto con los potes de polen y
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miel, tienen en comun el estar construidas a partir del cerumen y propéleo, el cual esta
compuesto por la cera producida en las glandulas abdominales de las abejas y resina de
plantas, y del que se conocen propiedades antibacteriales y antifingicas (Aradjo et al.,
2016; Campos et al., 2014; Lavinas et al., 2019).

La basura o detritos (D) fue una de las muestras que presentd mayor diversidad bacteriana.
De colonias sanas fue posible aislar 16 morfotipos, que incluyen las especies A. baumannii,
B. altitudinis, B. marisflavi, B. velezensis, E. casseliflavus y L. massiliensis, mientras que
de colonias deterioradas se aislaron A. baumannii, B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B.
cereus, B. marisflavi, B. mojavensis, B. velezensis, Bacillus sp., E. asburiae, E. hormachei,
I. variabilis, L. massiliensis y M. paraoxidans, ademas de 25 morfotipos mas sin identificar.
Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre la abundancia bacteriana de
colonias Sanas (S) respecto a colonias de etapa temprana y asi mismo la diversidad
bacteriana fue disimil entre ellas. Teniendo en cuenta que todos los desperdicios que se
extraen de la colonia terminan en las zonas de basura, es de esperarse que las bacterias

aisladas de esta fuente se encuentren también en las otras muestras.

9
8
7
6
5
4
3
2
| ]
0
N o N
&‘\0&\\0 3 e&\e q,&& \‘;\ s * 0\\\\> \?}é\s "&\ 6\&6\ é\\@ 40"\0\)\ c,é\“é\s o'*:\
Q)o o° \é@) ‘b'& o8 ° O N Qo&
o‘(\\\ W
o
S mpmT

Figura 37 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de detritos (B) en diferentes
estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa Temprana, T: Etapa Tardia)
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En los discos de cria jovenes (DJ), es decir discos del frente de avance construidos poco
tiempo antes de los muestreos y que almacenan huevos o larvas en los primeros estadios,
se aislaron seis morfotipos de colonias sanas de las cuales cuatro de las especies
bacterianas fueron identificadas (B. siamensis, E. casseliflavus, L. massiliensis y L.
sphaericus (Figura 38), mientras que aquellas colonias con presencia del deterioro, 18
morfotipos fueron aislados y nueve identificados. Se encontraron diferencias significativas
(P<0.05) en la abundancia bacteriana de colonias sanas y colonias con presencia del
deterioro, siendo considerablemente mas abundante en estas Ultimas, y el indice de
Jaccard arrojo valores bajos de similitud entre colonias sanas y con presencia del deterioro,
siendo ligeramente mas similares los DJ de las colonias sanas con respecto a los de las

colonias en la etapa temprana de deterioro.

El efecto de los microorganismos sobre el hospedero ha sido ampliamente documentado
desde el punto de vista de la presencia de un patégeno como por ejemplo Ascosphaera
apis, N. apis o N. ceranae, que causan deterioro en el vuelo, inicio precoz en la busqueda
del alimento, reduccién en los periodos de trofalaxis y otros en Apis y Bombus (Gomez-
Moracho et al., 2017) u hongos como Massospora sp 0 Ophiocordyceps unilateralis, los
cuales manipulan a hormigas o cigarras para poder dispersarse a un nuevo hospedero
(Cooley et al., 2018; Hughes et al., 2011). También los simbiontes asociados y los cambios
gue ellos puedan sufrir en los hospederos, influyen en el comportamiento de estos Ultimos
como en el caso de D. melanogaster, cuyos simbiontes modifican el olfato de las moscas
y por ende las decisiones de forrajeo (Wong et al., 2017). De esta manera, las muestras
de disco joven engrosado (DJ eng) podrian estar sugiriendo un incremento en la actividad
de las obreras encargadas de la formacién del opérculo a manera de cambio en su

comportamiento.

Dichos DJ eng no presentaron similitud en la diversidad bacteriana respecto al DJ de
colonias sanas y las muestras de DJ de colonias con presencia del deterioro, lo que lleva
a buscar la razon por la cual el engrosamiento del cerumen del opérculo tiene una
reduccion importante en la diversidad y abundancia bacteriana alojada en ellos. Se podria
sugerir que el cerumen engrosado podria haber sufrido algiin cambio lo que conlleva a que
deje de ser un medio 6ptimo para el crecimiento bacteriano, para lo cual se deberian hacer

mas estudios al respecto.
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Los discos de cria viejos (DV), es decir en los que las larvas se encuentran en ultimo
estadio o ya estdn en estado de pupa (Figura 39), muestran diferencias significativas
(P<0.05) en la abundancia y la diversidad bacteriana entre colonias sanas y colonias en
etapa temprana de deterioro. Al igual que en todas las muestras analizadas anteriormente,
se observa en los discos de crias la aparicion de B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, 1.
variabilis y L. massiliensis. En el disco de cria viejo con engrosamiento se encontré una

alta cantidad de B. amyloliquefaciens.
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Figura 38 Comparacion de las abundancias (UFC) por especie aislada de disco joven (DJ) en
diferentes estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa temprana, T: Etapa Tardia)

No se encontraron diferencias significativas al comparar la abundancia bacteriana en DJ y
DV de colonias sanas, etapa temprana o etapa tardia, siendo consistente con el
comportamiento de los recuentros bacterianos en todas las muestras respecto al avance
del deterioro. En cuanto a la diversidad por etapa de deterioro entre DJ y DV los valores
de similitud para todas las etapas de deterioro fueron bajos.
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Figura 39 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de disco viejo (DV) en
diferentes estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa temprana, T: Etapa Tardia)
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El involucro (I) fue la fuente estructural que mostré una diversidad mayor de bacterias
en las colonias sin presencia de deterioro dentro de las que se cuentan A. baumanii, B.
altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. infantis, B. mojavensis, B. velezensis y L.
massiliensis. A diferencia de otras fuentes, el involucro no se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en la abundancia de las bacterias aisladas al comparar todos los
estados de deterioro, con excepcion de B. mojavensis (Figura 40), pero se encontrd
poca similitud en las especies encontradas al comparar las colonias sanas y las

diferentes etapas de deterioro.
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Figura 40 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de involucro (1) en diferentes
estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa temprana, T: Etapa Tardia)

En la resina (R) de colonias sanas se aislaron Unicamente cinco morfotipos, y respecto a
la resina de colonias en etapa temprana del deterioro, se observa muy poca similitud de la
diversidad de especies entre etapas de deterioro. En cuanto a la abundancia bacteriana
por estado se encontraron diferencias significativas, destacando la aparicion de B.
amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. pumilus y B. siamensis, especies bacterianas

aisladas también de las otras fuentes.

La resina en particular es un elemento colectado por las abejas de las plantas disponibles
en el ecosistema, para utilizarla en la construccion de las estructuras como potes, discos,
involucro y piquera, para impermeabilizar el nido y como proteccion fisica contra invasores
como hormigas, ademas de hacer uso de sus propiedades antimicrobianas (Langenheim,
2003; Leonhardt & Bluthgen, 2016), antifingicas y antivirales (Ghisalberti, 1979; Lokvam
& Braddock, 1999). Este elemento es usado no solo por las abejas, sino también por
algunas hormigas como mecanismo de control de microorganismos en el nido (Christe et
al., 2003), como fuente de terpenos para repeler depredadores en larvas del himendptero
Neodiprion sertifer (Eisner, 1974), o como material de construccion de nidos por parte de

hormigas del género Vollenhovia (Brihl, 2003).
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Dado que la resina posee cualidades antimicrobiales (Langenheim, 2003; Savoia, 2012;
Shuaib et al., 2013), al igual que las estructuras fabricadas con ella (Araudjo et al., 2016;
Campos et al., 2014; Fratini et al., 2016; Lavinas et al., 2019 Salas, 2018), y que ademas
no se tiene mucho conocimiento respecto al comportamiento higiénico de las abejas sin
aguijon al presentarse muerte causada por alguna enfermedad sino solo por experimentos
donde es el investigador quien mata las larvas (Nunes-Silva et al., 2009), se podria pensar
gue incrementando el grosor del opérculo de las celdas de cria, las abejas podrian estar
intentando frenar alguna fuente de patdgenos que se encuentre alli alojada. Es necesario

realizar mas estudios para poder confirmar esta hipoétesis.
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Figura 41 Comparacioén de las abundancias (UFC) por especie aislada de Resina en diferentes
estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa temprana, T: Etapa Tardia)

De la piquera (PI) de colonias sanas fueron aislados nueve morfotipos dentro de los cuales
se identificaron B. marisflavi, B. velezensis, A. calcoaceticus y A. baumanii, mientras que
de las colonias con algun nivel de deterioro fueron aislados 25 morfotipos dentro de los
cuales se identificaron B. altitudinis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. velezensis, I.
variabilis, L. massiliensis y M. paraoxidans. No hubo diferencias significativas (p<0.05) al
comparar la abundancia de microorganismos en los diferentes estados de deterioro ni
tampoco se registrd similitud entre la diversidad encontrada en ellos. La Unica especie que
se mantuvo en colonias sanas y colonias con presencia del deterioro fue B. velezensis
(Figura 42).
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Salas (2018) encontr6 28 morfotipos bacterianos en piqueras de T angustula y Friesomelita
paupera, de los cuales se identificaron en comun Pantoea agglomerans, Enterobacter
cloacae y Enterococcus faecium. En los metabolitos secundarios obtenidos por los autores
de los aislamientos, encontraron actividad inhibitoria frente a uno o mas de los
entomopatdgenos Purpureocillium lilacilum, Bauveria basiana, Bacillus thuringiensis y
Serratia marcescens. Asi mismo los extractos preparados a partir de las piqueras
muestreadas y de algunas de las cepas aisladas, presentaron potencial inhibitorio contra
Metarhizium sp. En concordancia con lo reportado por esos autores, en este estudio se
aislaron de todas las colonias en diferentes estados de deterioro, bacterias que, de acuerdo
con la literatura, poseen potencial inhibitorio contra otros microorganismos. En colonias
sanas fue aislado B. velezensis, el cual produce metabolitos que inhiben el crecimiento de
hongos, pero las otras tres bacterias aisladas, hasta el momento no se conoce actividad
antibacterial o antifungica. Por el contrario, en colonias con presencia del deterioro se
detect6 un mayor nimero de cepas conocidas por su actividad antimicrobiana como lo son

B. altitudinis, B. amyloliquefaciens B. cereus, I. variabilis, L. massiliensis y M. paraoxydans.
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Figura 42 Comparacién de las abundancias (UFC) por especie aislada de la piquera (Pl) en diferentes
estados de deterioro (S: Sanas, P: Etapa temprana, T: Etapa Tardia)

Salas (2018) sugiere que uno de los mecanismos de defensa de la colonia seria la
presencia de microorganismos productores de metabolitos secundarios que blogueen la
entrada de ciertos patdgenos. Si se analizan los resultados obtenidos en este estudio bajo

esa premisa, podriamos pensar que hay algun elemento externo que estimula el aumento
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de los microorganismos con propiedades antimicrobianas, no solo en la piquera, sino en

las otras muestras analizadas.

Podriamos incluso llegar a suponer que lo anterior estaria relacionado a la capacidad que
tienen las abejas de intercambiar microorganismos con otras abejas por intermedio de las
heces para alcanzar los niveles bacteriolégicos éptimos para la salud de la colonia (Koch
& Schmid-Hempel, 2011b). Bien se conoce que las abejas tienen la capacidad de inocular
microorganismos en el polen que le permite mantener sus propiedades y calidad (Gilliam,
1979)asi que no seria extrafio pensar que este tipo de intercambio de microbiota también
la realicen con las diversas estructuras y materiales del nido a modo de mecanismo de
defensa en caso de presentarse algun patégeno. Este comportamiento explicaria el
aumento en la distribucién de algunos de nuestros microorganismos por toda la colonia

especialmente en el primer estado de deterioro.

3.3 Microorganismos aislados de muestras
asociadas a sefales del deterioro

De las muestras especiales con alguna relacién con caracteristicas del deterioro (sustancia
blanca himeda [CBH], sustancia blanca seca [CBS], celda no desarrollada [CND], celda
con opérculo raro [COR], disco joven engrosado [DJ eng], larva muerta [LM] y larva vecina

[LV]) se aislaron un total de 20 bacterias de las cuales 12 fueron identificadas a especie.
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Figura 43 Diversidad y abundancia bacteriana en las muestras relacionadas con caracteristicas del
deterioro sustancia blanca hiumeda [CBH], sustancia blanca seca [CBS], celda no desarrollada [CND],
celda con opérculo raro [COR], disco joven engrosado [DJ eng], larva muerta [LM] y larva vecina [LV])
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La diversidad de especies fue mayor en CBS al igual que la abundancia de las mismas
(Figura 43), principalmente porque este tipo de muestra fue encontrado en colonias en
etapa temprana de deterioro, esto Ultimo equivalente a lo observado en todas las muestras
evaluadas. |. variabilis y B. amyloliquefaciens fueron las especies que se aislaron con mas
frecuencia de este tipo de muestras, continuando con la prevalencia de la segunda que ha
sido observada previamente. Dado que no se encontré una bacteria repetitiva a lo largo de
las muestras, situacion que podria haber sugerido dicha bacteria como patégeno, no
podemos asegurar que haya un patdégeno que cause este tipo de muestras especiales,
contrario, por ejemplo, a lo que se observa en colonias de A. mellifera infectadas con loque
americana en las que se observan larvas de contextura viscosa de las que es posible aislar

la bacteria patégena formadora de esporas (De Graaf et al., 2006).

Tal como lo indican Jurat-Fuentes y Jackson (2012) se dificulta el aislamiento y la
identificacion de bacterias causantes de enfermedades, pues depende del medio que se
les provee y las exigencias nutricionales de cada cepa. En el caso del presente estudio,
nos limitamos a trabajar con bacterias que crecieran en agar nutritivo en condiciones
oxigénicas, pero para poder identificar todos los microorganismos asociados a las
diferentes etapas de deterioro seria ideal trabajar con técnicas moleculares como lo

sugieren Ellegaard y Engel (2016).

3.4 Caracteristicas de los grupos
bacterianos mas comunes en las
muestras

Bacilliales

El género Bacillus es muy conocido por producir gran cantidad de metabolitos secundarios,
muchos de los cuales se explotan de manera industrial (Chaabouni et al., 2012;
Sansinenea & Ortiz, 2011). Al analizar las muestras, las especies de este género
encontradas a lo largo de todas las muestras presentaron cambios en su abundancia ya

fuera de reduccion o incremento (Tabla 7). Por ejemplo, B. infantis, presente en abejas,
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inmaduros y miel en las colonias sanas, desaparecié o se redujo de manera drastica en
las colonias con sefiales de deterioro, mientras que B. velezensis y B. mojavensis les
ocurrié lo contrario al estar presentes inicialmente en solo algunas de las fuentes de
colonias sanas. Al comparar estas dos especies en colonias sanas y colonias con
presencia del deterioro, se encontré que para las primeras 9 fuentes tenian presencia de
estas bacterias, mientras que en las segundas se detectaron estas dos especies en 14

fuentes.

Tabla 7 Variacion (%) de las abundancias de las especies de Bacillus aisladas de las diferentes fuentes.
Las celdas estan coloreadas de acuerdo con el porcentaje de cambio de las abundancias bacterianas
al comparar entre fuentes de colonias sanas y colonias con presencia del deterioro progresivo seguin
la escala de colores. Las bacterias que desaparecen se muestran en color rojo, aquellas que
presentaron ninglin o poco cambio en amarillo y aquellas que sufrieron un gran incremento de
abundanciaen verde. Las celdas con estrella corresponden a especies que fueron aisladas de muestras
con presencia de deterioro pero que estaban ausentes en las colonias sanas (abeja adulta [AA], abeja
juvenil [AJ], abeja pecoreadora [AP], detritos [B], disco joven [DJ], disco viejo [DV], involucro [I],
intestino de adulta [IA], intestino de juvenil [1J], intestino de pecoreadora [IP], larva [L], miel [M], piquera
[PI], pote de miel [PM], polen [PO], pote de polen [PP], resina [R]).
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Dos de las especies de Bacillus que se destacaron en los muestreos de etapa temprana
fueron B. altitudinis y B. amyloliquefaciens, no solo por haber tenido un aumento en su
abundancia en las fuentes donde ya se encontraban en las colonias saludables, sino que
también se extendié ampliamente su presencia a fuentes en las cuales no fue detectada
en colonias sanas (Tabla 7). Aunque B. altitudinis fue reportado como patégeno de peras
y manzanas (Elbanna et al., 2014), no ha sido descrito hasta el momento como patégeno
de insectos. Por el contrario ha presentado actividad inhibitoria del crecimiento de bacterias

%
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como P. aeruginosa, E. coli (Hwang et al., 2016), Streptomyces scabies (B. Li et al., 2019),
el oomiceto Phytophithora sojae (Lu et al., 2017) y una gran variedad de hongos como
Magnaporthe oryzae (Xi-Biao et al., 2012) Colletotrichum gloeosporoides, Corynespora
cassiicola, Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum sp. Pisi y Sclerotinia sclerotiorum
(Goswami & Deka, 2019). En cuanto a B. amyloliquefaciens, se ha descrito como fuente
de multiples metabolitos secundarios y antibiéticos (Arguelles-Arias et al., 2009) con los
cuales puede inhibir el crecimiento de bacterias como Burkholderia pseudomallei
(Boottanun et al., 2017) u hongos como Trichoderma harzianum (Caldeira et al., 2007),
Fusarium sp. (Dunlap et al., 2013) o Rhizoctonia solani (Srivastava et al., 2016) entre otros
(Ji et al., 2013), en su mayoria relacionados con fitopatégenos. Una de las caracteristicas
interesantes de esta especie es que tiene la capacidad de activar las defensas de las
plantas, al estar en presencia de bacterias invasoras (Tan et al., 2013), pero se desconoce
si podria estar induciendo alguna respuesta en un hospedero animal o incluso en otras

bacterias.
Por otro lado también el incremento de algunas enterobacterias y actinobacterias llama la

atencion, ya que coincidiendo con los Bacillus, presentan actividad antibacterial y
antifingica (Hussein et al., 2018; Nafis et al., 2018).

Enterobacterias

Enterobacter y Shigella también presentan un aumento en sus abundancias. Si bien
estos dos géneros estan genéticamente relacionados (Cilia et al., 1996; Garcia-Martinez
et al., 1996; Anton et al., 1998, 1999; Martinez-Murcia et al., 1999) las bacterias del género
Shigella son mas conocidas por ser patdgeno intracelular de humanos, mientras que por
el contrario se ha demostrado la produccion de metabolitos que inhiben hongos y levaduras
por parte de algunas especies de Enterobacter (Chernin et al., 1996; Hameed et al., 2018;
Kerr, 1999; Marchi & Utkhede, 1994), inclusive en el intestino humano (Sovran et al., 2018).
Este tipo de respuesta de la microbiota podria ser uno de los mecanismos de defensa, en
la que los microorganismos simbiontes colonizan nichos del hospedero y asi evitan que
sean invadidos por un patdgeno causante de una infeccion (Kaltenpoth & Engl, 2013), o

una respuesta a cambios fisiolégicos en las colonias debido al deterioro, que posiblemente
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incrementen recursos nutricionales que permiten una mayor y mas acelerada division
celular de algunas bacterias. Por ejemplo, se ha sugerido que el encontrar una mayor
abundancia de Gamaproteobacterias puede estar indicando cambios fisiolégicos derivados
de la presencia del desorden de colapso de colonia dentro de las colmenas de A. mellifera
(Cox-Foster et al., 2007).

En el caso de este estudio, el incremento en la abundancia de bacilos y enterobacterias a
partir de la etapa temprana del deterioro de las colonias podria estar reflejando una
respuesta de la microbiota asociada a T. angustula en las colonias evaluadas ante la
presencia de un patégeno no detectado por medio de la metodologia utilizada, y dado que
no se encontré evidencia que pueda sugerir la presencia de un patégeno bacteriano, y
dada la propiedad antifingica de los aislados, podriamos tener una pista respecto al
causante del deterioro. Se tiene registro de muerte de colonias de abejas sin aguijon
causada por el hongo N. ceranae (Grupe & Quandt, 2020; Porrini et al., 2017), lo que
demostraria la vulnerabilidad de las abejas ante este tipo de patdgenos. En este caso
previo al inicio de esta investigacion se descarté por medios moleculares la presencia de
hongos de ese género en las colonias deterioradas (Rosso com. Pers 2015) pero no se ha

realizado un muestreo enfocado en este tipo de organismos.

Wei et al. (2017) encontraron que en Anopheles gambiae la infecciéon tépica con B.
bassiana causa una dishiosis en el mosquito al permitir el crecimiento de la bacteria
patdégena oportunista Serratia marcescens, que facilita la accion letal del hongo. Teniendo
en cuenta la variacion de la abundancia bacteriana, no solo en las muestras de abejas sino
en toda la colmena y de la actividad antifingica de algunos de los aislamientos, podriamos
pensar que existe la presencia de un hongo patégeno causante de una dishiosis y del
deterioro de la colonia. Esta interaccion hongo-bacteria no es desconocida debido a que
puede ser benéfica o perjudicial para las actividades del hombre y no es dependiente a ser
transmitido de madre a cria, sino que estd méas relaciona con los factores ambientales
(Lewis & Lizé, 2015). El encuentro de hongo y bacteria da inicio a la interaccion entre estos
organismos, permitiendo la modulacion de uno o los dos integrantes dependiendo de las
caracteristicas de cada uno de ellos, lo que determina el grado de accion reciproca

(Deveau et al., 2018) y su correspondiente efecto en el hospedero.
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3.5 Variacion de abundancias bacterianas
en el tiempo.

Los muestreos realizados a las colonias en su mayoria solo corresponden al estado en el
gue se encontraban en ese momento, a manera de “fotografia” en el tiempo. Si se quisiera
observar con mayor claridad cambios en la microbiota al ir avanzando el progreso del
deterioro, estos serian mas evidentes al realizar muestreos consecutivos en colonias con
y sin sefiales de deterioro, como los dos realizados por Motta et al. (2018) para determinar
el efecto del glifosato sobre la microbiota intestinal de A. mellifera o los datos colectados
por Hroncova et al. (2015) durante 16 muestreos en los que colectaron diferentes estados
de desarrollo de abejas e identificaron los microorganismos asociados para establecer el

efecto de las zonas de colecta y el estado ontogenético sobre la diversidad microbioldgica.

Cuatro de las colonias con presencia del deterioro fueron muestreadas en dos fechas
diferentes; Tres de las colonias (E26, E50 y L75) permanecieron categorizadas bajo el
mismo nivel de deterioro, y solo una (L73) fue clasificada en un nivel de deterioro mayor al
encontrado en el primer muestreo. A pesar de la aparente estabilidad en el deterioro de
las colonias, se observo en todos los casos un cambio en las abundancias de las bacterias
identificadas (Figura ) que podria sugerir una tendencia a la reduccidn de microorganismos
comunes como los bacillos y dar pie a la aparicion de nuevas bacterias que antes no se

encontraron presentes, principalmente en las primeras etapas del deterioro.

El comportamiento de los microorganismos frente a un agente extrafio puede ser positivo
al aumentar el nimero de células para atacar al patébgeno o negativo al perderse
microorganismos importantes para la nutricion y defensa del hospedero (Cariveau et al.,
2014; Dillon et al., 2005; Koch & Schmid-Hempel, 2011b; Praet et al., 2018)
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Seria posible pensar que esta tendencia podria estar ligada a una dinamica natural de los
microorganismos de T. angustula, como la observada en el analisis realizado por
Kesnerova et al. (2019) para A. mellifera, en el que se observé un cambio en el microbioma
del intestino de las abejas en diferentes estaciones. En ese estudio no se reporta
desaparicion total de algunos grupos bacterianos como si ocurre en las muestras
analizadas en esta oportunidad, por lo cual se hace necesario obtener mas evidencia para
comprender con mayor claridad la dindmica de las bacterias en los diferentes estados de

deterioro.
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Figura 46 Cambio en la abundancia relativa (UFC) de bacterias por especie en colonia E26 muestreada
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

e Se reporta un listado de microorganismos asociados a larvas, pupas y adultos de
colonias sanas de Tetragonisca angustula aportando asi al conocimiento de la
especie.

e Se reporta un listado de microorganismos asociados a miel, involucro, resina,
discos de cria, polen y entrada (piquera) como complemento a los reportados en
otros estudios.

e Encontramos que la presencia del deterioro en las colonias de T. angustula
muestreadas en la Hacienda Agroecoldgica el Paraiso tiene relacidon con una mayor
diversidad y abundancia de especies bacterianas especialmente del género
Bacillus al encontrarse ampliamente representada en todos los tipos de muestras
de este trabajo (nido y abejas).

e A pesar de que los analisis no mostraron ningdn patréon en particular en las
muestras aisladas se encontrd la presencia de microorganismos conocidos como
posibles patdgenos en insectos, aunque no hay evidencia que indigue que sean los
causantes del deterioro de colonias de T. angustula reportado.

e Lapresencia de muestras como las sustancias blancas himeda y seca podria estar
sugiriendo la presencia de un patdgeno que no pudo ser aislado por métodos
convencionales.

e Con la informacion colectada en este estudio no hay suficiente evidencia para
asegurar que es la variacion de la microbiota (disbiosis) la causante del deterioro o
si los cambios en la microbiota podrian estar asociados al estimulo por parte de la
presencia de un microorganismo no convencional en las colonias

e Si bien no se pudo determinar el agente causante de las manifestaciones de
deterioro en las colonias, se pudo determinar que los microorganismos que
presentaron mayor abundancia en la etapa temprana de deterioro han sido
reportados en la literatura como productores de metabolitos antibidticos vy
antifngicos que podrian estar apuntando a una respuesta ante la presencia del

patégeno.
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4.2 Recomendaciones

e Se recomienda realizar un andlisis por métodos moleculares o el uso de medios de
cultivo mas especificos para descartar la presencia de algin microorganismo no

cultivable o intracelular que pudiera estar causando el deterioro.

e Para obtener una mayor claridad en cuanto a la dindmica de los microorganismos
en condiciones sanas y con presencia de la sefiales de deterioro a través del
tiempo, seria ideal realizar muestreos consecutivos a las colonias, aislar identificar
y cuantificar las bacterias para poder realizar un contraste mas especifico de la

dindmica de los microorganismos a medida que avanza el deterioro de la colonia.

e Es necesario evaluar la patogenicidad de S. aureus y L. sphaericus para descartar

o relacionar su presencia con el deterioro

e Seria pertinente analizar las muestras para evaluar si es un hongo o si hay una

interaccion hongo-bacteria que sea causante del deterioro
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