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MELIPONINOS DE LA RESERVA DE LA BIOSFERA DE LOS PETENES Y
DIVERSIDAD MICROBIANA D Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra

M. C. Silvia Cab Baqueiro
Colegio de Postgraduados, 2020

RESUMEN

Las abejas sin aguijon (ASA) o meliponinos son abejas nativas sociales que, se
encuentran distribuidas principalmente en selvas tropicales y subtropicales y son
considerados vitales para la conservacion de estos ecosistemas. Estas abejas
establecen asociaciones con una gran diversidad de microorganismos (microbiota)
de gran importancia para su sistema inmunitario y digestivo. En México se reporta
gue la mayor diversidad de ASA se encuentra en el sureste. En el estado Campeche
a pesar de ser el segundo estado con mayor extension de Areas Naturales
Protegidas (ANP) en México, existen pocos reportes de muestreos de especies de
ASA, y ninguno en cuanto su microbioma. Por tal razon, este trabajo tuvo como
objetivo determinar la densidad de nidos de ASA presentes en la Reserva de la
Biosfera de los Petenes y la diversidad microbiana asociada a Frieseomelitta nigra
y Scaptotrigona pectoralis. Para ello, se realizaron muestreos mediante transectos
lineales en dos sitios dentro de la reserva colindantes con dos municipios
(Hecelchakan y Calkini), para la busqueda de nidos. La identificacion de las ASA se
realiz6 usando claves taxondmicas. De igual forma, se tomoé el registro de las
especies arboreas que sirvieron como sustrato para la nidificacion. Asimismo, se
realizé la identificacion de la comunidad microbiana de las especies de S. pectoralis
y F. nigra, asi como la evaluacién de su funcionalidad bioquimica. Como resultado
de nuestro estudio, se identificaron ocho especies de abejas sin aguijon entre ellas,
Cephalotrigona zexmeniae, Frieseomelitta nigra, Lestrimellita niitkib, Nannotrigona
perilampoides, Partamona bilineata, Plebeia frontalis, Scaptotrigona pectoralis y
Trigona fulviventris. EI mayor namero de nidos localizados, pertenecié a las

especies F. nigra (n=23) con un 41% y S. pectoralis (n=16) con un 29%. La especie



arborea utilizada con mayor frecuencia para anidacion correspondio a Crescetia
cujete debido a su predominancia en el habitat. Se encontré una densidad de nidos
por hectarea, 2.15 en el sitio Hecelchakan y de 0.19 en el sitio de Calkini. El analisis
microbiolégico de la microbiota interna y externa permitio identificar 42 cepas
bacterias en S. pectoralis y F. nigra, pertenecientes a diez géneros tales como,
Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Kocuria, Ochrobactrum,
Pantoea, Pseudomonas, Sinorhodobacter y Staphylococcus. De igual manera, se
identificaron 3 cepas de la levadura a Candida metapsilosis. Se encontraron cepas
de Bacillus con importantes actividades aminoliticas, celuloliticas, lipoliticas,
proteoliticas, solubilizacién de fosfato y acidos orgénicos. La actividad lipolitica
(47%) fue la actividad que estuvo presente en un mayor numero de bacterias,
seguido por la actividad solubilizadora de fosfato (44%) y la produccién de acidos
organicos (29%). La especie Pantoea anthophila presentd importante actividad
lipolitica, proteolitica y solubilizacion de fosfato. Estos resultados indican que los
microorganismos podrian estar desempefiando un papel importante en la
produccion de enzimas que favorecen la digestion de sus alimentos o formacion de

materiales para el nido.

Palabras clave: Meliponini, microbiota interna y externa, densidad de nidos,

actividad enzimatica.



STINGLESS BEES OF THE PETENES BIOSPHERE RESERVE AND MICROBIAL
DIVERSITY OF Scaptotrigona pectoralis AND Frieseomelitta nigra

M. C. Silvia Cab Baqueiro
Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

Stingless bees (SB) or meliponini are social native bees wich are mainly distributed
in tropical and subtropical forests, they are vital for the conservation of these
ecosystems. These bees are associated with a wide diversity of microorganisms of
importance for their immune and digestive system. In Mexico, it is reported that the
greatest diversity of SB is found in the southeast. In the Campeche state, despite
being the second largest state of Protected Natural Areas (ANP), there are few
reports of identification of SB species, and none as for their associated
microorganisms. For this reason, this work aimed to determine the density of SB
nests present in the Petenes Biosphere Reserve and the microbial diversity
associated with Frieseomelitta nigra and Scaptotrigona pectoralis. For nest
searches, linear transects were established at two sampling areas (Hecelchakan
and Calkini). The found species were identified using taxonomic keys. They were
registred the tree species, where the nests were localized. The identification of
associated microorganisms to the species S. pectoralis and F. nigra was carried out;
as well as the evaluation of their biochemical functionality. In our study, eight species
of SB were identified, Cephalotrigona zexmeniae, Frieseomelitta nigra, Lestrimellita
niitkib, Nannotrigona perilampoides, Partamona bilineata, Plebeia frontalis,
Scaptotrigona pectoralis and Trigona fulviventris were identified. Of which, the
largest number of nests located, belonged to F. nigra (n = 23) with 41% of the total
nests and S. pectoralis (n = 16) with 29%. In addition, there was the absence of M.
beecheii, due to its susceptibility to the conditions of anthropic disturbance that
characterized the sampling sites. The tree species most frequently utilized for the
nesting of the species corresponded to Crescentia cujete, due to its predominance

in the habitat. It was found a density of nests per hectare of 2.15 at the Hecelchakan



site and 0.19 at the Calkini site. The microbiota of 45 strains of associated
microorganisms identified from the species S. pectoralis and F. nigra, were
distributed in ten genus tales such as Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter,
Klebsiella, Kocuria, Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Sinorhodobacter and
Staphylococcus. Similarly, they were identified three strains of yeasts corresponding
to a Candida metapsilosis. Bacillus strains were found with important aminolytic,
cellulolytic, lipolytic, proteolytic, phosphorus solubilization and organic acids
activities. The largest number of bacteria presented lipolytic activity, followed by
phosphate solubilizing activity and organic acid production. The Pantoea anthophila
species had an important lipolytic, proteolytic and phosphate solubilization activity.
These results indicate that the microorganisms could be playing an important role in
the production of enzymes that contributed to the digestion of their food or the

formation of nest materials.

Keywords: Meliponini, internal and external microorganisms, nest density,

enzymatic activity.
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INTRODUCCION GENERAL

Las abejas son uno de los grupos de insectos mas diversos (Araujo et al., 2004).
Son de vital importancia por su desempefio como polinizadores, principalmente
aguellas especies consideradas como nativas; cuyo papel es clave en el
mantenimiento funcional de los ecosistemas (Hung et al., 2018). Entre las abejas
nativas se encuentran los meliponinos o abejas sin aguijéon (ASA), las cuales son
abejas sociales que se distribuyen principalmente en selvas tropicales y
subtropicales y son consideradas vitales para la conservacion de estos ecosistemas

(Gonzalez-Acereto, 2012).

De las 600 especies de ASA conocidos en el mundo (Lavinas et al., 2018), en
México se han registrado un total de 46 especies, 13 de ellas son reconocidas como
endémicas del territorio mexicano (Ayala et al., 2013). Segun lo reportado por Ayala
etal., (1996, 1998) y Yafiez-Ordofiez (2008) la mayor diversidad de estas abejas se
presenta en el sureste de México. Esta regidbn cuenta con habitats con alta
diversidad de ecosistemas que permiten el establecimiento de nidos de ASA (Yurrita
et al., 2017). De Las entidades federativas que conforman la regién sursureste de
México (Chiapas, Campeche, Guerrero, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz
y Yucatan), Campeche ocupa el primer lugar de superficie protegida, con 23 421.18
km equivalentes al 41.2% del area total del estado. En la Peninsula de Yucatan,
solo se ha reportado un total de 17 especies de meliponinos, con un registro de 11
especies en el estado de Campeche, entre las que se incluyen los géneros
Melipona, Trigona, Scaptotrigona, Nannotrigona, Partamona y Frieseomelitta (Ayala

et al.,, 2013). El numero de especies en el estado de Campeche podria ser adn
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mayor ya que cuenta con areas naturales protegidas como lo es la Reserva de la
Biosfera de los Petenes (RBLP) con una extension territorial de 2 828.58 km?. En
esta reserva se localizan ciertos ambientes denominados Petenes que son islotes
de vegetacion diversa con alta heterogeneidad que permiten la existencia de
multiples hébitats por lo que pueden sostener una elevada biodiversidad global,
incluyendo diferentes especies de insectos (Rosano-Hernandez, 2011) como las
abejas sin aguijon (ASA). Pat-Fernandez et al., (2018) reportaron en comunidades
aledafias a la Reserva de la Bidsfera de los Petenes ocho especies de ASA entre
las que se encuentra Cephalotrigona zexmeniae, Frieseomelitta nigra, Lestrimellita
niitkib, Melipona beecheii, Nannotrigona perilampoides, Partamona bilineata,
Scaptotrigona pectoralis y Trigona fulviventris. Por lo tanto, esta area natural
protegida podria albergar nidos de especies de ASA aun no reportados para el

estado de Campeche.

Asimismo, las especies de ASA, al igual que la mayoria de los insectos, durante
su recolecta de polen y néctar, estan en contacto con una gran variedad de
microorganismos con los que establecen asociaciones diversas (Brune, 2014). Se
ha demostrado que, las ASA, se asocian con bacterias, hongos y levaduras para
poder satisfacer necesidades como la nutricién durante el desarrollo de larvas y
también en el mantenimiento de sus nidos (Vit et al., 2013). Por ejemplo, se sabe
que la conversion del polen en pan de abeja es el resultado de la accion microbiana,
donde basicamente ocurre una fermentacion acido-lactica por accidén de bacterias y
levaduras, con actividad proteolitica y lipolitica y otros procesos enzimaticos (del

Risco-Rios et al., 2012). Asimismo, los microorganismos pueden proporcionar a sus



hospederas amino4cidos esenciales, vitaminas, nutrientes y enzimas que facilitan
la digestion y la obtencion de energia (Lee et al., 2015; Newton et al., 2013). Por lo
tanto, los microorganismos son de gran importancia para la salud del sistema

inmunitario, digestivo y del bienestar de las abejas (Anderson et al., 2011).

A pesar de esto, existen pocas investigaciones en el estado de Campeche sobre
muestreos de nidos de abejas sin aguijéon (ASA) para determinar las especies
presentes y ninguno con respecto a sus microorganismos asociados a las especies
nativas como las ASA. Con estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue
determinar la densidad de nidos de abejas sin aguijon presentes en la Reserva de
la Biosfera de los Petenes y la diversidad microbiana asociada a Frieseomelitta nigra

y Scaptotrigona pectoralis.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las abejas sin aguijon (ASA) son insectos eusociales importantes por los
servicios que ofrecen a los ecosistemas. Las ASA requieren de dos recursos vitales,
los florales para su alimentacion y sitios para anidar. Su desempefio esta limitado
por la diversidad y continuidad de estos recursos. En el trépico mexicano la
composicion de las especies de ASA va cambiando de acuerdo con la vegetacion.
Las areas naturales del estado de Campeche forman parte de una gran diversidad
de ecosistemas y con una flora caracteristica, por ejemplo, la Reserva de la Biésfera
de los Petenes (RBLP), en la cual, los estudios sobre densidad de nidos y especies
de abejas sin aguijon no existen y podrian albergar especies de ASA aun no

reportados.

Estas abejas establecen asociaciones con bacterias, hongos y levaduras los
cuales pueden patrticipar en los procesos fermentativos de miel y polen, en los
materiales de anidacion y en las celdas de cria, ademas de favorecer el crecimiento,
desarrollo y salud de las mismas. Asimismo, la diversidad microbiana asociada a
las ASA estd determinada por la interaccion con los diferentes recursos que
obtienen de los ecosistemas, aquellos que usan para su alimentacién y materiales
para construccion y proteccién de sus nidos, por lo que los habitats localizados
dentro de esta reserva pueden influir en la diversidad microbiana asociada a las

especies Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra.

Con base en lo anterior, este trabajo proporciona conocimiento sobre la

densidad de nidos de ASA dentro de la Reserva de la Biosfera de los Petenes y los



microorganismos asociados a dos especies de ASA, e inicia con aspectos
funcionales de los microorganismos asociados a las ASA, desde un punto de vista
bioquimico, lo que permitira continuar con estudios fisiologicos y nutrimentales en

estos insectos.



OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Determinar la densidad de nidos de abejas sin aguijén (ASA) en la Reserva de
la Biosfera de los Petenes (RBLP) y la diversidad microbiana asociada a

Frieseomelitta nigra y Scaptotrigona pectoralis.
2.1.1 Objetivos especificos

e Identificar las especies de ASA presentes y la densidad de nidos en dos
sitios dentro de la (RBLP), colindantes con dos municipios del estado de
Campeche, México.

e I|dentificar la microbiota interna y externa cultivable asociada a las
especies de ASA, Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra.

e Evaluar la funcionalidad enzimética de los aislados obtenidos a partir de
la microbiota interna y externa de Scaptotrigona pectoralis y

Frieseomelitta nigra.



HIPOTESIS

3.1 Hipotesis general
La Reserva de la Bidsfera de los Petenes presenta una alta densidad de nidos
de diferentes especies de abejas sin aguijon (ASA), con microorganismos

caracteristicos de su habitat.
3.1.1 Hipotesis especificas

1. La Reserva de la Biosfera de los Petenes presenta una alta densidad
de nidos con especies de ASA aln no reportados para el estado de
Campeche.

2. La diversidad microbiana interna y externa asociada a Scaptotrigona
pectoralis y Frieseomelitta nigra, depende la especie de ASA analizada.

3. La funcionalidad enzimatica de los aislados de la microbiota interna y
externa de Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra, son

diferentes en cada especie.
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES DE LAS ABEJAS SIN AGUIJON

1.1 Descripcion morfolégica de los Meliponinos
Las abejas de la tribu Meliponini pertenecen a los corbiculados de la familia
Apidae. Son conocidas como abejas sin aguijon (ASA). Este grupo de abejas es
mas diverso en especies que las abejas meliferas. No obstante, ambos son
eusociales (Nates-Parra, 2001) aunque difieren en morfologia y comportamiento

(Quezada-Euéan, 2005a).

Las abejas sin aguijon son reconocidas por su pequefio tamafio pequefio que
va desde 1.8 mm hasta 1.5 cm, sus dos pares de alas membranosas con venacion
reducida, sus o0jos compuestos sin pilosidad y, sobre todo, por su aguijon atrofiado.
Estas son estructuras morfolégicas caracteristicas, que facilitan su desempefio en
los sistemas naturales que habitan (Michener, 2000). En la Fig. 1, se muestra como

ejemplo, la morfologia de la ASA Meliponula bocandei.

Abdomen Torax Cabeza

Ocelos

Térax

Alas Cabeza

Segmentos
del
abdomen

Antena

Ojos

Corbicula
compuestos

Metatarso
Mandibula

Figura1. Componentes de la morfologia externa de ASA obrera de Meliponula

bocandei. Modificado de Kwapong et al., 2010.
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Para llevar a cabo sus actividades de forrajeo, transporte de polen, cera, resinas
y materiales para construccion de sus nidos, la mayoria de las abejas sin aguijon
ASA hembra, hacen uso de unas estructuras localizadas en sus patas traseras, las
cuales se denominan corbiculas (Camargo et al., 2000, Michener, 2013). En las
ASA el margen interno de la corbicula incluye una estructura en forma de peine con
cerdas rigidas, llamado penicillium que es primordial para la recoleccion de polen y
como parte de las caracteristicas que permiten la identificacion de las ASA. No todas
las ASA usan polen como fuente de alimento, algunas especies, por ejemplo del
género Trigona, son necréfagas por lo que se cree que la pérdida de corbicula esta
asociada a este comportamiento (Camargo y Roubik, 1991). Esta estructura
también esta ausente en los géneros Hypotrigona Lestrimellita y Cleptotrigona

(Ndungu et al., 2018, Quezada-Euan, 2018).

Las ASA poseen fuertes mandibulas que emplean para la defensa y proteccién
de su colonia ante los predadores (Efin et al., 2019). Sus partes bucales, forman
una estructura en forma de lengua y a través de ella las abejas toman el alimento
liguido. Esta consiste en tres segmentos, uno basal, que contiene las cardinas
maxilares, el medio, que contiene el maxilar estipites y el prementum labial

(Michener, 2007).

Asimismo, los meliponinos también pueden ser diferenciados de todas las demas
abejas por la falta o sutilidad de las venas cruzadas submarginales y la segunda

vena recurrente en el ala anterior (Michener, 2013).
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1.2 Importancia de las abejas sin aguijon

El transporte del polen de una flor a otra es efectuado por diferentes agentes,
en particular el viento y los insectos. Se estima que mas del 75% de las 250,000
especies de plantas con flores, incluidos cultivos que constituyen el 35% del
suministro mundial de alimentos, son polinizadas por insectos (Klein et al., 2007).
Adicionalmente, las abejas son insectos que pueden utilizarse como indicadores de
conservacion del habitat (Reyes-Novelo et al., 2009; Winfree et al., 2007). Esto
debido a la estrecha relacion que mantienen con la vegetacién, como consecuencia
de su dieta compuesta mayormente de polen y néctar; por lo que deben visitar una
gran cantidad de flores diariamente para satisfacer sus requerimientos tanto

individuales como de la colonia (Nates-Parra, 2005).

Gran parte de la conservacién de la biodiversidad de los ecosistemas esta
condicionada por la presencia de polinizadores eficientes y cuando se presentan
procesos de degradacion en los ecosistemas, que modifican la disponibilidad de
recursos importantes para organismos como las abejas, tales como, alimento y
sustratos para anidar, se provoca una disminucion importante de las poblaciones de
estas (Brosi et al., 2007). Es por lo que, la riqueza de especies de meliponinos y su
densidad poblacional son indicadores de lo perturbado o conservado de un

ecosistema.

Por lo tanto, en términos generales, las abejas son un grupo funcional relevante
por su papel en los ecosistemas (Neff y Simpson, 1993) y en la produccion de
cultivos como polinizadores (Pinkus et al., 2005). Las de mayor importancia son las
especies nativas, como las abejas sin aguijon (ASA) (Reyes-Gonzalez et al., 2017).
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Las ASA estan restringidas a las regiones tropicales del mundo y emplean una
amplia gama de plantas para su alimentacion, por lo que se consideran un factor
clave para la produccion de semillas y frutos al ser importantes polinizadores de

varias plantas silvestres y cultivadas (Vit et al., 2013).

Las ASA han establecido estrechos lazos coevolutivos de interdependencia con
la flora nativa y son considerados unos de los principales polinizadores del
neotrépico (Roubik, 1989), puesto que la polinizacion es llevada a cabo mas
eficientemente por la gran diversidad de polinizadores nativos presentes en las
areas de vegetacion natural (Glemez-Ricalde et al., 2003). Por tal motivo, la
deforestacion influye considerablemente en la estructura de la comunidad y en la
dinamica de las poblaciones, como consecuencia de la disminuciéon en la
disponibilidad de sitios de anidacion y de recursos alimenticios. Debido a esta
condicion, en las ultimas décadas, ha surgido un gran interés por ampliar el
conocimiento acerca de estas abejas, en respuesta a las alertas sobre la
disminucién de polinizadores (Freitas et al.,, 2009). Esto es una de las
consecuencias de que el declive de la polinizacion no perjudica solo las
comunidades vegetales, sino que, como es de esperarse también influye
negativamente en la purificacion del aire, agua, asi como los ciclos de los nutrientes

y control de enfermedades (Potts et al., 2010).

1.3 La meliponicultura en el sureste mexicano
Otro papel importante que tienen las ASA es como parte de la cultura ancestral en
diferentes regiones. En el sureste mexicano la cria y manejo de las ASA es una
actividad ancestral vinculada con la cultura Maya desde tiempos prehispanicos
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(Freitas, 2018). Antes del contacto con Europa, la miel no sélo se utilizaba para
endulzar platillos y bebidas o para elaboracion de dulces; tenia también fines
medicinales y jugaba un papel importante en los rituales. Para obtenerla, se
cultivaban algunas variedades de abejas de los géneros Trigona y Melipona,
particularmente la Melipona beecheii (Villanueva-Gutiérrez y Colli-Ucan, 1996). En
la actualidad su practica tiene como fin la obtencion de productos como la miel,
polen, cerumen y propoleo de numerosas especies de ASA para diversos
propositos, incluyendo alimentacion, medicina y uso cultural y comercial (Quezada-
Euan, 2005, Yurrita et al., 2017, Gonzalez et al., 2018). Esto, es evidencia clara de
la importancia significativa que tiene esta actividad, la cual ha dado lugar al
desarrollo de todo un sistema cultural relacionado con el aprovechamiento

sistemético de las ASA (Sanchez, 2019).

A través del implemento de técnicas de manejo, se ha logrado que, las colonias de
ASA del inventario original, incremente a cifras superiores del numero de colonias
que poblaban de forma natural las selvas, con el fin de fomentar su

aprovechamiento y explotacién racional (Gonzalez-Acereto, 2012).

Actualmente la especie con mayor aprovechamiento en la meliponicultura en la
peninsula de Yucatan es M. beecheii. Su produccién ha sido organizada a nivel
artesanal (Quezada-Euéan et al., 2018) y la importancia cultural de su miel y otros
productos sigue vigente en la cocina tradicional, en las ceremonias y también en las

practicas terapeuticas (Eguiguren-Lopez y Carmona-Segovia, 2012).
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1.4 Principales amenazas de las abejas sin aguijon
Las poblaciones de polinizadores domesticados y silvestres, tales como abejas,
pueden verse considerablemente afectadas por cambios en el ambiente;

principalmente el cambio climatico y pérdida de hébitat (Aleixo et al., 2017).

Actualmente, ante la notable pérdida de especies de polinizadores, se ha
generado una gran preocupacion por la estabilidad de los servicios de polinizacion
futuras (Decourtye et al., 2019). Lo que conlleva a la busqueda de alternativas que
frenen estos acontecimientos, tales como la regulacion de las técnicas agricolas
devastadoras y el uso desmedido de productos quimicos dafinos para las especies
vegetales y faunisticas (Bartomeus y Dicks, 2019, Tucks et al., 2014). Los reportes
de colonias de abejas perjudicadas por estas condiciones cada dia aumentan por lo
que estudios sobre su comportamiento y los factores puntuales que provocan

disminucién de sus colonias son relevantes.

En Europa y Estados unidos es uno de los factores que ha provocado el
descenso en las poblaciones de abejas son las plagas y parasitos de diversa
naturaleza, los cuales producen enfermedades, provocando vulnerabilidad a las

colonias y por consiguiente su desaparicion (Potts et al., 2010).

En la peninsula de Yucatan, qgue comprende los estados de Yucatan, Campeche
y Quintana roo, se ha presenciado el descremento de abejas sin aguijon por
multiples causas, principalmente, la deforestacion para cultivos como la cafia de
azucar y la introduccion de Apis mellifera (Quezada-Euan et al.,, 2015). La

urbanizacién que cada dia aumenta provoca que las ASA migren en busca de
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nuevos nichos para su establecimiento, o bien, se adapten a las condiciones que
ofrecen las poblaciones urbanas. Sin embargo, no todas las especies de ASA
presentan la capacidad de adaptarse a la pérdida de su habitat por causa de la
urbanizacién tal es el caso de Melipona beecheii, la cual se localiza en areas

naturales conservadas (Freitas, 2018, Quezada-Euan, 2018).

Los nidos de las ASA se caracterizan por construirse en cavidades y en su
mayoria son cavidades ya establecidas. Estas cavidades pueden encontrarse en
arboles (preferentemente), suelo y muros de construcciones, incluso cementerios
(Nates-Parra, 2006). A pesar de que los sitios estén ya creados, al crear un nuevo
nido, las ASA delimitan las proporciones del nido con materiales como cerumen
(Michener, 2007) y este trabajo esta delegado a las obreras, las cuales mantienen
estrecha comunicacion con la colonia anterior que pueden ser semanas 0 meses,
hasta que la nueva colonia se encuentra establecida con la llegada de la reina joven

(Michener, 2007).

La deforestacion y la fragmentacion tienen como consecuencia un efecto
negativo en la riqgueza, abundancia y dispersion de especies. Dado que limita los
recursos usados para el establecimiento de nidos (Roulston y Goodell, 2011)
Muchas de las especies de ASA construyen sus nidos de manera preferente en
troncos huecos de arboles vivos, por lo que la deforestacion influye enormemente
en la estructura de la comunidad y en la dinamica de las poblaciones, a causa de la
disminucion en la disponibilidad de sitios de anidacion y de los recursos alimenticios

(Siqueira et al., 2012).
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1.5 Aspectos bioldgicos de las abejas nativas sin aguijon

El comportamiento altamente eusocial es caracteristico de las abejas sin aguijon
(ASA). Al realizar reconstrucciones del estado ancestral bayesiano se menciona
que, las abejas meliferas y las abejas sin aguijon heredaron las divisiones de trabajo
en castas de sus ancestros, asi como el comportamiento eusocial (Cardinal y
Danforth, 2011). La diferenciacion entre obreras y reinas se determina en las etapas
de larva y pupa, como consecuencia de la cantidad de alimento proporcionado
(Velthuis et al., 1990). Asimismo, la secrecion de sustancias ayuda para la
diferenciacion entre dichas castas (Hrncir et al., 2016). Son el Unico grupo de abejas
nativo de América que posee este comportamiento, y sus colonias perennes se
reproducen por enjambres (Nates Parra, 2005; Schwarz y Bacon, 1948). Viven en
colonias constituidas por muchas obreras (segun la especie) y realizan las tareas
de construccion y manutencion de la estructura fisica de la colonia, colecta y
procesamiento del alimento, cuidado de la cria y defensa del nido (Rovira et al.,

2005).

El tamafio de las colonias de abejas sin aguijén (ASA) en diferentes especies
varia de pequefio con solo unas pocas docenas de individuos a grande con mas de
100,000 (Michener, 2000). Al igual que las colonias de otros insectos eusociales,
las ASA dependen de actividades cooperativas. En gran medida, estos estan
relacionados con la adquisicién y almacenamiento de alimentos. Los nidos pueden
establecerse en troncos de arboles, ramas, cavidades en el suelo, o estructuras de
nidos abandonados por especies de mayor tamafio. También pueden establecerse

en simbiosis con otros insectos como hormigas y temitas, asi como ubicarse en
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paredes de edificios cuando se encuentran cercanos a zonas urbanas (Nates-Parra,
2001). Las correspondientes interacciones coordinadas de los individuos de una
colonia dependen de la comunicacion entre ellos. De hecho, se sabe desde hace
medio siglo (Lindauer 1956; Lindauer y Kerr 1958) que los recolectores de ASA no
solo llegan a una fuente de alimento artificial, sino que también reclutan compafieros
de nido para hacerlo (Villanueva-Gutiérrez et al., 2005). Dentro del nido, hay
diferentes formas y arreglos de las celdas de cria y recipientes de almacenamiento
de alimentos. El tamafio y la forma de estas macetas varian entre las especies de
abejas. El néctar almacenado o la miel madura se encuentran en los extremos de
la cavidad del nido (para el almacenamiento durante periodos de florecimiento
abundante), mientras que el polen y la miel rodean el &rea de la cria (Roubik, 2006).
El cerumen es un producto usado dentro de la colmena para la formacién de potes
de almacenamiento, compuesto por la mezcla de la cera secretada por las abejas y
resinas vegetales que obtienen del exterior. La miel y el polen se almacenan en
potes de cerumen separadas. Otro producto usado por las abejas sin aguijon (ASA)
es el propdleo que es un tipo de pegamento que sirve para la construccion de sus

nidos y proteccién ante patogenos (Efin et al., 2019).

Como parte de la proteccion del nido, los meliponinos han desarrollado
diferentes mecanismos de defensa. EI més conocido es el hdbito de pegarse al pelo
o la piel de los invasores, mordiendo con las mandibulas, aplicando resinas e
intentando entrar en la nariz, ojos y orejas. Algunas especies sélo pegan la resina
en el intruso y de vez en cuando muerden con sus mandibulas (Michener, 2000).

En especies como Oxytrigona al morder se liberan sustancias causticas (acidos)
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contra sus enemigos causando una irritacion severa. Aunado a esto, cierto nimero
de abejas de la colonia se posicionan a la entrada del nido como centinelas y de
esta manera prevenir la entrada de intrusos al interior del nido (Griter et al., 2017).

Estos habitos les permite defender sus nidos de una manera eficaz.

1.6 Biologia de anidacion
En contraste con las abejas meliferas, el desarrollo de las ASA se limita a
habitats muy especificos, conformados por rangos geograficos muy estrechos. Sus
nidos pueden estar ubicados en el interior de los huecos de los arboles vivos,
termiteros (tacurd), hormigueros abandonados; asi como en los mas variados
lugares donde encuentren espacios y seguridad para el desarrollo de las mismas
(Arnold et al., 2018): Postes, paredes, muros, canteras abandonadas, pequefas

cajas, etc. como ocurre con Frieseomelitta, Friesella schrottkyi y Geotrigona.

Asimismo, la arquitectura de anidacion varia con relacién a la especie y esta
altamente relacionada con las dimensiones morfolégicas de la misma (Cuadro 1).
Por ejemplo, las especies como Schwriziana quadripunctata y Melipona
quinquefasciata construyen nidos subterrdneos. De igual manera, en el sureste
mexicano se ha observado a Trigona fulviventris presentar este tipo de

comportamiento (visualizacién propia).

Por otro lado, la especie Melipona bicolor construye su nido en lugares frescos
y himedos como troncos de arboles proximos al suelo. Algunas especies del género

Partamona construyen sus nidos semi-expuestos en cavidades con abertura
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bastante amplia 0 en zonas de epifitas, samambaias o ambientes semejantes

(Rovira, et al., 2005).

Cuadro 1. Habitos de anidacién de algunas especies de abejas sin aguijon,
modificado de Roubik, 2006.

Habito de anidacion Especie de abeja sin aguijon

Nido expuesto Dactylurina, Partamona, Plebeia,
Trigona, Tetragonisca

Asociacién con termitas, hormigas o Aparatrigona, Paratrigona, Partamona,
colonias de avispas Plebeia, Scaura, S. chwarzula,
Sundatrigona, Trigona

Nido subterraneo o no arboreo, cavidad Geotrigona, Lestrimelitta, Melipona,

natural Meliponula, Mourella, Nogueirapis,
Paratrigona, Pariotrigona, Partamona,
Plebeia, Plebeina, Ptilotrigona,
Scaptotrigona, Schwarziana,

Tetragonisca, Trigona

Tubo de entrada flexible y/o cierre Friesella, Meliponula, Nannotrigona,
nocturno Pariotrigona, Plebeia, Scaptotrigona,
Scaura, Schwarziana, Trigona

Entradas multiples Lepidotrigona, Plebeia, Scaptotrigona,
Tetragona
Tubos ciegos por entrada Lestrimelitta, Partamona

Tubo de drenaje o vertido de liquidos Geotrigona, Meliponula, Mourella,
Schwarzula, Tetragona, Trigona.

Celda de prision Friesella, Frieseomelitta, Plebeia,
Schwarziana, Tetragonisca

Entrada de nido criptico Austroplebeia, Celetrigona,
Dolichotrigona, Friesella, Geotrigona,
Hypotrigone, Leurotrigone, Liotrigone,
Lisotrigone, Melipone, Meliponula,
Mourella, Paratrigone, Plebeia,
Schwarziana, Schwarzula, Trigonisca

Nido falso Partamona, Plebeia
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Cuadro 2. Comportamiento defensivo de algunas especies de abejas sin aguijon,
modificado de Roubik, 2006.

Comportamiento Especies de meliponino

Agresividad de obreros Duckeola, Heterotrigona, Hypotrigona,
Lophotrigona, Melipona, Oxytrigona,
Paratrigona, = Partamona, Plebeia,
Ptilotrigone, Scaptotrigona, Tetragona,
Tetragonisca, Tetragonula, Trigona

Defensa quimica irritante Oxytrigona, Melipona

Resina adhesiva aplicada en el exterior Lepidotrigona, Scaura, Tetragona,
de la entrada del nido, en el sustrato o Tetragonula, Trigonisca
tubo

Defensores del nido en la entrada Lestrimelitta, Tetragona, Tetragonisca,
Scaptotrigona, Frieseomelitta

1.7 Distribucion de las abejas sin aguijon
Los meliponini, son un grupo altamente diverso caracteristico de los tropicos,
adaptados para sobrevivir en un extenso territorio, como bosques profundos, asi
como bosques que se encuentren cerca de aldeas. A pesar de la rapida devastacion
de estos ambientes naturales, alin se puede encontrar numerosos lugares donde

estas abejas construyen sus nidos de forma natural (Morato y Martins, 2006).

Los meliponinos viven en colonias perennes, que tienen una distribucion
pantropical (Figura 2), pero el mayor nimero de especies se encuentra concentrado
en el extenso territorio sudamericano, donde esta presente la mayor diversidad con
mas de 600 especies (Lavinas et al.,, 2018), sin embargo, los meliponinos son
abundantes, diversos y por las condiciones particulares de los trépicos, son mas

activos en ellos (Macias-Macias et al., 2011).
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Figura 2. Distribucion pantropical de abejas sin aguijon (Hrncir et al., 2016).

En América tropical todos los grupos taxonémicos estan representados por lo
gue se le considera como centro de diversificacion (Reyes-Gonzéalez et al., 2017;
Sommeijer, 1999). En México, estan presentes 11 géneros y 46 especies de la Tribu
Meliponini (Ayala, 1999). En la Peninsula de Yucatan se han reportado un total de
17 especies y en el estado de Campeche un total de 11 especies (marcados con

una X en el cuadro 4) (Ayala et al., 2013).
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Cuadro 3. Especies de abejas sin aguijon reportados en México y en el estado de

Campeche (modificado de Ayala et al., 2013).

Género Total México Campeche
Cephalotrigona 5 3(2) X
Frieseomelitta 16 1 X

Geotrigona 21 1
Lestrimelitta 21 2(1)
Melipona 70 6(3) X
Nannotrigona 10 1 X
Noguerapis 4 1
Oxytrigona 11 1
Paratrigona 34 2
Partamona 39 2 X
Plebeia 42 11 (4)
Proplebeia 4 1
Scaptotrigona 22 3(1) X
Scaura 7 1
Tetragona 19 1
Tetragonisca 4 1
Trigona 32 5 X
Trigonisca 43 (2)

Los nimeros en paréntesis indican las especies endémicas

1.8 Especies reportadas en el estado de Campeche
Campeche es uno de los estados que conforman la Peninsula de Yucatan, el
cual en materia de investigacion y estudios cientificos se encuentra a niveles
inferiores con relacion a los otros dos estados de la peninsula. Con respecto a

meliponinos, se han reportado actualmente un total de 11 especies (Ayala et al.,
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2013). Entre los que se encuentran los géneros Melipona, y Trigona como los
principales cultivados a través de la meliponicultura, aunque otros géneros como
Scaptotrigona pueden tener potencial para su cultivo y produccion (Hurtado-Burillo

et al., 2013).

Actualmente, debido al cultivo intensivo de colonias para meliponicultura, en el
que se practica también la sustraccion de colonias silvestres, se ha provocado que
algunas especies dificilmente se puedan encontrar de manera silvestre. Las
especies del género Melipona son muy sensibles a modificaciones del ambiente, de
manera que no es frecuente encontrar sus nidos en ambientes altamente

fragmentados y modificados (Quezada-Euan et al., 2018, Silveira et al., 2002).

1.9 Taxonomia de abejas nativas sin aguijon
El orden de los Hymenopteros posee una amplia diversidad. El cual incluye
avispas, hormigas y abejas (Michener, 2007). Dentro de este orden, se encuentran
dos subordenes, Symphyta y Apocrita (Aguiar et al., 2013). Los apidos (Apidae) son
una familia de himenopteros apdcritos, constituidos por un numeroso grupo de

abejas.

Las abejas (clase: Insecta, orden: Hymenoptera, familia: Apidae) constituyen
uno de los grupos de insectos de mayor abundancia en el mundo, las cuales estan
distribuidas en 7 familias (NCBI, 2017). Incluyen, las familias Stenotritidae,
Colletidae, Andrenide, Halictidae, Melittidae, Megachilidae y Apidae (Michener,

2007).
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La familia Apidae esta constituida por la abeja melifera o doméstica (la mas

conocida), las abejas sin aguijon, las abejas de las orquideas, las abejas parasitas,

los abejorros carpinteros, ademas de otros grupos menos conocidos (Riera, 2012).

La subfamilia Apinae incluye cuatro tribus de abejas corbiculadas, los

Euglossini, los Bombini, los Apinini y los Meliponini (Michener, 2007). Las abejas

nativas sin aguijon pertenecen a la tribu Meliponini, de la cuales destacan por ser

prometedoras en la meliponicultura, dos géneros principales: Melipona y Trigona

(Quezada-Euan, 2005b). Melipona beecheii que es la abeja representante de la

cultura maya, se distribuye desde México hasta Costa Rica (Villanueva-G et al.,

2005). En México, esta representada a lo largo de la costa del Pacifico, los estados

de Guerrero y Michoacéan (Yurrita et al., 2017).

Familia: Apidae

Subfamilia: Meliponinae

Figura 3.

Género: Aparatrigona, Apotrigona, Austroplebeia,
Axestotrigona, Celetrigona, Cephalotrigona, Dactylurina,
Dolichotrigona, Duckeola, Friesella, Frieseomelitta,

Geotrigona, Heterotrigona, Homotrigona, Hypotrigona,
Lepidotrigona,  Lestrimelitta,  Leurotrigona, Liotrigona,
Lisotrigona, Lophotrigona, Meliplebeia, Melipona, Meliponula,
Meliwillea, Mourella, Nannotrigona, Nogueirapis,
Odontotrigona, Oxytrigona, Parapartamona, Paratrigona,
Partamona, Platytrigona, Plebeia, Plebeiella, Plebeina,
Ptilotrigona, Scaptotrigona, Scaura, Schwarziana,
Schwarzula,  Sundatrigona, Tretragona, Tetragonilla,
Tetragonisca, Tetragonula, Tetrigona, Trichotrigona, Trigona,
Trigonisca.

Meliponinos reconocidos actualmente segun base de datos del Centro

Nacional de Informacion Biotecnoldgica (2019).
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1.10 Distribucion espacial de los nidos de ASA
El principal problema que enfrenta América Latina para conservar la fauna de
abejas nativas es la falta de informacidén sobre riqueza, diversidad, taxonomia,
distribucion, dinamica poblacional e impacto de las actividades del hombre en la
mayoria de las especies de abejas, asociadas a creencias locales, que no siempre
se corresponden con la verdad. La fauna de abejas neotropicas es rica y diversa,

pero poco estudiada (Freitas et al., 2009).

La densidad de nidos de abejas sin aguijon (ASA) es muy variable entre
diferentes formaciones vegetales y habitats en un mismo ecosistema (Barquero-
Elizondo et al., 2019). Los principales factores causantes de la disminucion de la
riqgueza y abundancia de especies de abejas nativas son el cambio climatico, en
combinacion con el cambio de uso de suelo (Frankie et al., 1997). Estos factores
afectan la distribucién de los nidos de ASA en los diferentes ecosistemas puesto
gue las especies se ven obligadas a localizar sitios de anidacion que ofrezcan las
condiciones de seguridad necesarias para establecer la colonia. Lo que provoca
gue ciertas especies solo se localicen en ambientes especificos. Es probable que
otro de los factores para el establecimiento de nuevas colonias en las ASA sea la
disponibilidad de cavidades sin importar el tipo de sustrato. Algunos meliponinos
exploran y prefieren lugares con sitios de anidamiento disponibles, especificamente
huecos, independientemente de si se encuentran en condiciones naturales o en
construcciones urbanas, incluso en cementerios (Nates-Parra, 2006, Freitas, 2018).
Sin embargo, algunas especies endémicas, como Melipona colimana se ven

afectadas por los diversos acontecimientos que provocan la disminucion de los sitios
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para establecimiento de nidos, como la deforestacion forestal excesiva. Lo cual
obliga a las poblaciones de ASA a distribuirse en forma de agregados como lo
reporta Macias-Macias et al., (2014) a consecuencia de las variaciones ambientales
relativamente pequenas pero muy importantes para las ASA. Asimismo, en otros
estudios se han reportado otras formas de distribucion. En la especie Tetragonisca
angustula se observo distribucién por conglomerados en sitios con pastizales y sitios
agroforestales. En el sitio urbano esta misma especie mostrd6 una distribucion
aleatoria con tendecia a dispersarse. En el caso de Trigona fulviventris este estudio

reporta una distribucién sobredispersada y solitaria (Fierro et al., 2012).
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ESTUDIO DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A INSECTOS

2.1 Microorganismos simbidéticos en insectos

Todos los organismos estan incluidos con una comunidad diversa de microbios
comunmente conocido como microbioma, el cual es un factor crucial para la salud
del huésped (Engel et al., 2016). En promedio, las comunidades bacterianas
asociadas a insectos no son demasiado diversas (Jones et al., 2013), no obstante,
la microbiota interna de los insectos es una fuente aln no explorada a profundidad
como fuente de recursos microbianos. Los insectos biosintetizan acidos grasos,
pero carecen de genes necesarios para la produccién de enzimas para la biosintesis
de compuestos como esteroides, necesarios para su nutricién. Debido a esto, los
insectos se han visto en la necesidad de establecer relaciones estrechas con

microorganismos que llevan a cabo esta funcion (Paludo et al., 2018).

Las relaciones establecidas con una gran diversidad microbiana permiten a los
hospederos explotar nuevas dietas al desarrollar un conjunto de capacidades
metabdlicas, por lo que en muchos casos se presenta una coevolucién entre los
insectos y su microbioma (Martinson et al., 2011). Como en muchos otros insectos,
las bacterias, los mohos y las levaduras también parecen jugar un papel importante
tanto para la nutricion de las abejas como para la proteccion en contra de

microorganismos dafinos (Anderson et al., 2013; Gilliam et al., 1990).

Con respecto a la relacion que tiene el microbioma y la fuente de alimento, la
mayor parte de los estudios con este enfoque se han hecho sobre abejas meliferas

(Apis mellifera) y han encontrado que la variacion de la microbiota intestinal esta
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determinada por la variedad de origen alimenticio (Yoshiyama y Kimura, 2009). A
su vez, se ha visto que el origen geogréfico no influye en el microbioma de forma
determinada como lo hace el tipo de abeja, el tamafio y nimero de integrantes en

la colonia (Kwong et al., 2017).

Por otro lado, se ha visto que los microorganismos aislados de las abejas
pueden servir de defensa contra patégenos, por ejemplo, Piccini et al. (2004)
aislaron de los panales de cria y de las colmenas de Apis mellifera, bacterias
pertenecientes a los géneros Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus, Leifsonia,
Paenibacillus y Proteus. De igual manera, encontraron hongos pertenecientes a los
géneros Rhizopus en las muestras de polen joven y Alternaria en las de polen de
corbiculas, y Epicoccum en las de polen maduro. Este ultimo hongo se ha
encontrado frecuentemente asociado a la necromasa de numerosas plantas, y se
sabe que es capaz de producir compuestos como antibiéticos que evitan la

proliferacion de patdgenos en las abejas.

Asimismo, se ha reportado la presencia de otros microorganismos sin saber su
asociacién con las abejas, por ejemplo, en la abeja de la alfalfa (Megachuile
rotundata) se observado un predominio de hongos como Aspergillus niger,
Penicillium sp. y Saccharomyces sp. y también bacterias, principalmente, Bacillus
circulans, B. mycoides, Enterobacter agglomerans y Pseudomonas sp. (Inglis et al.,

1993; Leonhardt y Kaltenpoth, 2014).

Los meliponini, no son la excepcion al referirse al establecimiento de relaciones

simbidticas con una gran diversidad de microorganismos. No obstante, la mayoria
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de las investigaciones existentes con respecto a microorganismos aislados en
abejas, estdn enfocadas principalmente en abejas meliferas y abejorros (Leonhardt
y Kaltenpoth, 2014), siendo muy pocos los estudios sobre microorganismos
asociados a abejas nativas sin aguijon, dejando el conocimiento sobre su
biodiversidad muy limitado, debido a que la mayoria de articulos solo reportan su

presencia y no su funcion.

2.2 Microorganismos asociados a meliponinos o abejas sin aguijéon

2.2.1 Importancia de los microorganismos en las abejas sin aguijon

En las abejas, los microorganismos parecen jugar un papel muy importante en la
transformacién del polen a pan de abeja, a partir de un proceso de fermentacion en
el cual se involucran principalmente bacterias, hongos y levaduras (Portillo-
Carrascal, 2016). Después de que las abejas realizan la recoleccién de polen y
néctar de las flores para la colonia, el proceso de almacenamiento hace que se
vuelvan bioguimicamente distintos, debido a los procesos de fermentacién. De
acuerdo con sus propiedades bioquimicas, algunas de las bacterias pueden estar
involucradas en la degradacion de los compuestos de la capa externa del polen pero
no esta claro si las levaduras o bacterias (0 ambas) son responsables de estos
procesos (Ganter, 2006). Es conocido que la mayoria de los microorganismos
intestinales 0 sus productos tienen un papel beneficioso para sus hospedantes
(Krishnan et al., 2014). Las principales bacterias que se han reportado como
simbiontes de abejas, sean, abejas meliferas, abejorros o abejas sin aguijén, son
las bacterias acido-lacticas Lactobacillus y Bifidobacterium capaces de
descomponer enziméaticamente y fermentar los aztcares encontrados en el polen,
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la miel y el néctar (Kwong et al., 2014, Zheng et al., 2016). Otras bacterias
intestinales se han especializado en ubicaciones fisicas particulares, como
Snodgrassella, que ocupa la pared intestinal (Martinson et al.,, 2012) vy
Parasaccharibacter, que se encuentra en alimentos larvarios y glandulas
hipofaringeas en abejas obreras (Corby-Harris et al., 2014). Asimismo, otros
microorganismos, por ejemplo, el hongo Zygosacharomyces es escencial en el
desarrollo optimo de las larvas y pupas de Scaptotrigona depilis, debido a que

produce un esteroide, necesario para su desarrollo (Paludo et al., 2018).

En comparacién con Apis y Bombus, el microbioma de las ASA parece abarcar un
rango mucho mayor de especies posibles, siendo muy variable en composicion,
riqgueza y uniformidad. En la ASA Tetragonula carbonaria, por ejemplo, se ha
reportado Snodgrassella y Parasaccharibacter, pero la prescencia de estos
microorganismos en las colonias de esta especie esta determinada por el sitio en

gue se establezca (Kwong et al., 2017).

Por otra parte, la miel es el producto de la colmena con mas estudios ya que
posee diversas propiedades entre las que destacan la actividad antimicrobiana. Se
cree que esta actividad se debe en gran parte a los microorganismos que las abejas
transfieren al néctar y que participan en el proceso de fermentacion. Buchener,
1967, comprobd esta teoria al suministrar a abejas en cautiverio agua y azucar
como alimentacion artificial, posteriormente, evalué la miel proveniente de este
periodo de alimentacion y el observo que la actividad antimicrobiana de la miel
persistia, por lo que concluy6 que la actividad no esta dada por el polen y néctar
gue toma de las flores.
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Asimismo, en el polen de la cual se alimentan las crias de abejas se han
identificado compuestos que podrian ser indigeribles para ellas, por lo que las
adultas realizan un tratamiento al polen, que permite eliminar estos compuestos
mediante la secrecion de enzimas para la fermentacion y la conversion de los
constituyentes del polen (Gilliam et al., 1990), en las que es muy probable que
intervengan variedad de microorganismos (Garcia et al., 2006). Otra funcion de los
microorganismos asociados es la proteccion ante otros microorganismos que

pueden resultar dafiinos para las abejas (Menezes et al., 2015).
2.2.2 Microorganismos aislados de abejas sin aguijon

Muchas particularidades de las abejas sin aguijon (ASA) son aun desconocidas,
debido a que los principales estudios versan hacia Apis mellifera. A pesar de ello,
los principales estudios que se han realizado son en su mayoria, relacionados con
las propiedades antimicrobianas de sus productos, tales como la miel, polen,
propéleo y geopropodleo (da Cunha et al., 2013; Portillo-Carrascal, 2016; Segura-
Campos, 2015; Zamora y Arias, 2011). Por ejemplo, se han observado propiedades
antimicrobianas de la miel hacia cepas resistentes a farmacos, como resultado del
efecto sinérgico de la mezcla de miel de 2 especies de ASA, Scaptotrigona
bipunctata y Scaptotrigona postica (Nishio et al., 2016). De igual manera, la miel de
la ASA, Trigona sp. inhibi6 el crecimiento de Paenibacillus larvae y Melisococcus
plutonius que son los responsables de la enfermedad loque americana y loque
europea respectivamente, las cuales son patologias con mas efecto negativo en las
colonias de abejas meliferas, principalmente A. mellifera. Por esta caracteristica se
cree que las especie de ASA no presentan estas patologias (Kroiss et al., 2010).
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Existe muy poco conocimiento sobre las funciones de los microoganismos de la
manera en que se aborda en el estudio realizado por Camargo et al. (1992). Estos
autores mencionan gue la composicién caracteristica del polen almacenado por la
especie de ASA Ptilotrigona lurida, se atribuye al hongo Candida sp., y que la razén
de su prescencia en el polen es porque tiene la funcion de mantienerlo deshidratado
durante su conservacion por largos peridos de tiempo y de esta forma evitar la

atraccion de especies cleptoparésitas a la colmena.

Otro estudio realizado con el objetivo de determinar la funcion de los
microorganismos asociados a las ASA es el de Menezes et al. (2015). Descubrieron
una fuerte relacion simbidtica entre el hongo Monascus sp. y la especies
Scaptotrigona depilis. La funcidén del hongo es proporcionar a las larvas de S. depilis,
através de la alimentacion, los nutrientes necesarios para desarrollarse y completar
adecuadamente su metamorfosis desde su estado de huevo hasta la pupacién. Esto
fue determinado a partir de la observacién de la disminucién de hasta un 80% de

individuos en ausencia de este microorganismo (Menezes et al., 2015).

Posterior al trabajo anteriormente mencionado, en otro estudio determinaron
mediante pruebas in vitro con diferentes estadios larvales de Scaptotrigona depilis,
gue el hongo Zygosacharomyces es capaz de producir esteroides, los cuales son
necesarios para el desarrollo larval de estas abejas sin aguijon (Paludo et al, 2018).
Estos esteroides son adquiridos através de el alimento larval y debido a que, como
la mayoria de los insectos, las abejas carecen de enzimas para la biosintesis de
acidos grasos y en especifico esteroides, la sintesis de ellos, se lleva a cabo gracias
a su simbiosis con este tipo de microorganismos. También, recientemente, se ha
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encontrado que Candida sp. produce etanol y alcohol isoamilico y es capaz de
promover el crecimiento de Zygosaccharomyces que es necesario para el desarrollo

larval de Scaptotrigona depilis (Paludo et al., 2019).

Por otro lado, existen otros estudios, en los que solo se mencionan los
microorganismos aislados a partir de meliponinos, sin embargo, como anterormente
se menciond no se han establecido su funcidon concreta (Cuadro 4). Se ha
observado una fuerte asociacion entre la levadura Starmerella meliponinorum y los
meliponinos Tetragonisca angustula y Frieseomelitta varia (Rosa et al., 2003). Asi
como la asociacion entre el hongo Aspergillus sp. y la abeja sin aguijén
Scaptotrigona depilis (Ferraz et al., 2008). Con estos antecedentes es de gran

importancia estudiar la funcionalidad de los microorganismos.
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Cuadro 4. Microorganismos reportados en diferentes tejidos y productos de abejas

sin aguijon
. . Microorganism -
Abeja Tejido/Producto ¢ 09 ganismo Autor/ Afio
aislado
: Bacillus alvei .
. . Miel, polen, . (Gilliam et al.,
Melipona fasciata ., . B. megaterium
provision de cria . 1990)
B. circulans
Bacillus spp.,
B. pumilus, Cano, 1994
Proplebeia dominicana Abdomen B. firmus (Gilliam, et al.,
B. subtilis, 1990)
B. circulans
Candida spp.,
C. albicans,
C. glabrat
. . . glabrata (Boorn K.L. et al.,
Trigona carbonaria Miel, polen Staphylococcus 2010)
aureus
Pseudomonas
aeruginosa
Rosano-
Tetragonula carbonaria, Hernandez, 2011
Astroplebeia australis, Cuerpo Lactobacilos spp. Leonhardty

Tetragonula hockingsii

Kaltenpoth, 2014,
Boorn et al., 2010
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DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO, LA RESERVA DE LA BIOSFERA
DE LOS PETENES
3.1 Generalidades de la RBLP

La Reserva de la Biésfera de los Petenes (LRBP) fue decretada como reserva
de la biosfera a partir del afio 1999. Antes de ello era considerada como un area
natural. Esta se encuentra ubicada en la franja costera del noroeste del estado de
Campeche 20° 51'29.88" N, 90° 19’ 59.88" Wi; altitud alredor de 0.4 m (Torrescano-
Valle, 2010), en los municipios de Calkini, Hecelchakan, Tenabo y Campeche. Para
el estado es una de las reservas de gran importancia, debido a su particularidad
vegetal. Esto le permite albergar muchas especies faunisticas pues brinda alimento,
agua y proteccion a todo aquel que la ocupa de forma temporal o permanente

(Zamora-Crescencio et al., 2015).

La RBLP cuenta con un area total de 282 mil 857 hectareas, de las cuales el
50% son areas marinas (Villalobos-Zapata y Mendoza-Vega, 2010). Presenta una
alta heterogeneidad ambiental, que permite la existencia de mdltiples hébitats que
sostienen una elevada biodiversidad global. Esta Incluye a numerosas especies de
reptiles, anfibios, mamiferos e insectos. La vegetacion de la RBLP esta conformada
por varias comunidades vegetales. Por ejemplo, diferentes especies de manglar,
tular (Typha dominguensis), zacatal (Cladium jamaicense), selva baja inundable,
blanquizales (Ruppia maritima), chechenales (Metopium brownei) y "petenes"
(Zamora-Crescencio et al., 2015). En esta Reserva se encuentran al menos 473
especies vegetales, de las cuales 22 son endémicas, tres son especies

amenazadas, dos son especies raras y cinco pertenecen al grupo de especies bajo

37



proteccion especial, las cuales podrian albergar especies de meliponinos aun no
descritos en el estado (Rosano-Hernandez, 2011). Los recursos nectiferos de la
reserva benefician la actividad apicola, y hacen factible la produccion sostenible de
miel, porque existen condiciones socioambientales propicias, representadas por el

capital social, econémico y natural (Pat-Fernandez et al., 2012).

Por otra parte, esta reserva también esta conformada por ecosistemas

caracteristicos, que se describen a continuacion:
3.1.1 Petén

Son islotes rodeados de vegetacion arborea que emergen de vegetacion baja
inundable, que en la mayoria de las ocasiones poseen un cenote en la parte central
del mismo. También conformado por terrenos bajos pantanosos que se localizan
muy cercanos a la costa, dentro de una matriz de suelo de alta salinidad
denominada blanquizal; que son franjas palustres generalmente sin cubierta
vegetal, conformadas por intrusiones salinas. Este ambiente extremo de salinidad
es favorecido por la alta evaporacion del agua durante las calidas temperaturas de

verano (>30 °C) (Villalobos-Zapata y Mendoza-Vega, 2010).
3.1.2 Marisma

Area que conforma gran parte de la reserva y se caracteriza por permanecer la
mayor parte del afio inundado con agua dulce y marina, proveniente de canales
colindantes con la costa, pero principalmente por agua de lluvia (Villalobos-Zapata

y Mendoza-Vega, 2010).

38



3.1.3 Manglar

El manglar es también parte de la vegetacion caracteristica de esta reserva, el
cual consta de arboles que pueden llegar a crecer mas de 8 metros. Las especies
encontradas en esta reserva son Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa y

Avicennia germinans (Villalobos-Zapata y Mendoza-Vega, 2010).
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CAPITULO II. DENSIDAD DE NIDOS DE ABEJAS SIN AGUIJON EN
DOS SITIOS DENTRO LA RESERVA DE LA BIOSFERA DE LOS
PETENES, CAMPECHE, MEXICO

INTRODUCCION

Las abejas son un grupo de organismos relevantes por su desempefio en la
dindmica de los ecosistemas como polinizadores, tanto de plantas silvestres como
cultivadas (Potts et al., 2010). En el mundo existen mas de 20,000 especies
reconocidas de abejas con gran diversidad de tamafos, habitos de nidificacion,
comportamiento y niveles de sociabilidad. Entre ellas se encuentran las abejas sin
aguijon (ASA), también conocidas como meliponinos; los cuales carecen de aguijon
funcional y pertenecen a la tribu Meliponini de la familia Apidae (Michener, 2000).
Estas abejas son el grupo mas grande de abejas eusociales de la tierra (Rasmussen
y Cameron, 2010), con mas de 600 especies descritas en el mundo (Lavinas et al.,
2018), distribuidas principalmente en selvas tropicales y subtropicales (Araujo et al.,
2004; Hrncir et al., 2016). Actualmente, la mayor diversidad de ASA se encuentra
en el Neotropico (Camargo, 2013). Algunas especies de estas abejas se usan en
algunas regiones para producir miel, cerumen y propoéleo con fines medicinales

(Ayala et al., 2013; Quezada-Euén et al., 2018).

En México se han registrado un total de 11 géneros y 46 especies de ASA, 13
de ellas reconocidas como endémicas. Segun lo reportado por Ayala et al., (1996,
1998) y Yafez-Ordofiez (2008) la mayor diversidad de estas abejas se presenta en
el sureste de México. En la Peninsula de Yucatan se han reportado un total de 17

especies y en el estado de Campeche un total de 11, pertenecientes a los géneros
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Cephalotrigona, Melipona, Trigona, Scaptotrigona, Nannotrigona, Partamona y
Friesomelitta (Ayala et al., 2013). Después de Baja California Sur, Campeche es el
estado que posee mayor extension de Areas Naturales Protegidas en México
(Smardon y Faust, 2006). Entre las areas protegidas en el estado de Campeche se
encuentra la Reserva de la Biosfera de los Petenes (RLBP), con una extension de
2 828.58 km?, en donde se localizan ciertos ambientes denominados petenes, los
cuales presentan una alta heterogeneidad, lo que permite la existencia de multiples
hébitats que pueden sostener una elevada biodiversidad global, incluyendo
diferentes especies de insectos, entre ellos las abejas sin aguijon (Rosano-
Hernandez, 2011). El ultimo estudio sobre especies de meliponinos fue realizado
por Ayala en 1999 en uno de los 11 municipios que conforman el estado. Segun
Pat-Fernandez et al., (2018) reportaron en comunidades aledafas a la RBLP ocho
especies de ASA identificadas como, Cephalotrigona zexmeniae, Frieseomelitta
nigra, Lestrimellita niitkib, Melipona beecheii, Nannotrigona perilampoides,
Partamona bilineata, Scaptotrigona pectoralis y Trigona fulviventris. Ademas de
estos reportes, no existen estudios sobre la densidad de nidos o registro de
especies de ASA dentro de la RBLP, que permitan conocer en un futuro, su
respuesta frente a las variaciones y exigencias del medio externo en el que habitan.
Por lo tanto, es de gran importancia estudiar la densidad de nidos de estas abejas
ya que la informacion hasta el momento es limitada (Fernandez et al., 2010). Por lo
anterior, el objetivo de este estudio es determinar la densidad de nidos y las

especies de ASA presentes en dos sitios dentro de la Reserva de la Biosfera de los
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Petenes, colindantes con dos municipios del estado de Campeche, México e

identificar los sitios de anidacién de las especies de ASA encontradas.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

Este estudio se realizo en La Reserva de la Biésfera de los Petenes (RBLP), en
el estado de Campeche, México, en los municipios de Hecelchakan (Figura 4) y
Calkini (Figura 5). Esta reserva colinda al este, con los municipios de Calkini,
Hecelchakéan, Tenabo y Campeche. Se encuentra localizada en la costa norte del
estado de Campeche, al sureste del golfo de México en las coordenadas 20°51'30”
y 19°49°00” de latitud norte y 90°45°15” y 90°20°00” de longitud oeste de Campeche.
Cuenta con una extensién de 2,828.57 km? dividido en dos zonas: una zona
terrestre con una extension de 1,009 km?y una zona marina con una extension de
1,819 km?. El clima en esta zona varia entre calido subhiimedo con lluvias en verano
(Aw) y semiseco y seco célido; con temperatura anual entre 26.1 a 27.9°C. La
precipitacion media anual tiene variacién entre 725.5 a 1049.7 mm (Toro et al.,

2017).
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Figura 4. Ubicacion del area de estudio. La Reserva de Biosfera de los Petenes,

sitio de muestreo, Hecelchakan.
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Figura 5. Ubicacion del area de estudio. La Reserva de Biosfera de los Petenes,

sitio de muestreo, Calkini.
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2.2 Muestreo

Se hicieron recorridos en transectos lineales, determinados por la
heterogeneidad del terreno e indicios de transito entropico (Anderson et al., 1979;
Gonzalez, 2006). El periodo de localizacion de nidos y muestreo de los
especimenes miembros del nido, de abejas sin aguijon (ASA), se realizé de enero
a mayo del afio 2018 con un total de 10 recorridos; 6 en el sitio de Hecelchakan y 4
en el sitio de Calkini. Los transectos correspondientes al sitio de muestreo
Hecelchakéan, fueron identificados por claves numéricas del 1 al 6. En el sitio de
muestreo Calkini, se realizaron los transectos identificados con clave del 7 al 10. La
distancia promedio entre los transectos fue de 1.5 km. Los recorridos se hicieron en
horario de 7:00 a.m. a 4:00 p.m., estimando el periodo en el que tienen mayor
actividad las abejas sin aguijon (ASA). La colecta de los ejemplares de ASA se llevd
a cabo con una pequefia red entomoldgica con tela de tul. El diametro de la red fue
de 12 cm por 20 cm de profundidad. Estas fueron colocadas en la entrada de los
nidos para asegurar que las abejas colectadas pertenecieran al mismo. Se registro
el nombre cientifico del arbol donde se encontraba cada nido y también la posicién
geografica por medio de un receptor GPS marca Garmin, modelo ETrex 20x. Se
conservaron 5 ejemplares de cada nido para la identificacién de la especie. Las
abejas se conservaron en microtubos con etanol al 96% y se transportaron en una
nevera a temperatura baja al laboratorio de Microbiologia y Fitopatologia Agricola

del Colegio de Postgraduados Campus Campeche.

El area de estudio total y la densidad de anidacion por hectarea se calcularon

con los datos de posicion geografica y el software ArcMap 10.1. Con el fin de obtener
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datos cuantitativos de los arboles que las abejas utilizaron como sitio de anidacién

a lo largo de los transectos.

2.3 Identificacion taxonomica.

Las abejas fueron montadas en alfileres entomolégicos nimero 0 marca BioQuip
products y nimero 1 y 2 marca ENTOKRYSIS para su identificacion, y fueron
guardadas en cajas tipo Smith. La identificacion taxondmica hasta especie fue
realizada con la ayuda de claves taxondmicas (Ayala, 1999; Camargo y Moure,
1994), con un microscopio estereoscépico STEMI DV4 Marca CARL ZEISS en
colaboraciéon con el Dr. José Javier Quezada Euan y el M. en C. Humberto Moo
Valle, del Departamento de Apicultura Tropical de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Autbnoma de Yucatan.
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RESULTADOS
3.1 Nidos de especies encontradas de abejas sin aguijon en la Reserva
de la Biosfera de los Petenes.

En total se localizaron 56 nidos de abejas sin aguijon (ASA), 41 en el sitio
Hecelchakan y 15 en el sitio Calkini. Los nidos encontrados correspondieron a ocho
especies: Cephalotrigona zexmeniae, Frieseomelitta nigra, Lestrimelitta niitkib,
Nannotrigona perilampoides, Partamona bilineata, Plebeia frontalis, Scaptotrigona
pectoralis y Trigona fulviventris (Cuadro 5). En Hecelchakan se identifico la
presencia de nidos de seis especies y las especies C. zexmeniae, L. niitkib y T.
fulviventris fueron exclusivas de este sitio. En el sitio Calkini se hallaron cinco
especies del total mencionado (Cuadro 5), y se determind a N. perilampoides y P.
bilineata, como exclusivas del sitio.

Cuadro 5. Numero y densidad de nidos por especie de abejas sin aguijon

localizados en los sitios de muestreo establecidos dentro de la Reserva de la
Biosfera de los Petenes.

Especie Hecelchakan Calkini
Cephalotrigona zexmeniae 1 0
Frieseomelitta nigra 20 3
Lestrimellita niitkib 1 0
Nanotrigona perilampoides 0 1
Partamona bilineata 0 1
Plebeia frontalis 3 8
Scaptotrigona pectoralis 14 2
Trigona fulviventris 2 0
TOTAL 41 15
Densidad de nidos 2.15 0.19

Hecelchakan (sitio 1), Calkini (sitio 2)
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En este estudio se encontrd una densidad por hectarea en el sitio Hecelchakan
de 2.15 nidos por ha y de 0.19 nidos por ha en el sitio de Calkini. Las especies con
mayor numero de nidos localizados (considerando ambos sitios) correspondieron a
F. nigra (n=23) con un 41%, seguida por S. pectoralis (n=16) con un 29% y P.
frontalis (n=1) con un 20%. En Hecelchakan la especie con mayor nimero de nidos
correspondio a F. nigra (n=20), localizada en los transectos 3, 5, 6 y 10; mientras

qgue en Calkini P. frontalis (n= 8) se localiz6 en los transectos 1, 3, 6, 8 y 10.

3.2 Sustratos de anidacion de las abejas sin aguijon

El muestreo permitié observar que las diferentes especies de abejas sin aguijon
(ASA) presentan diferentes preferencias de anidacién en las especies arbéreas de
la Reserva de la Biosfera de los Petenes. En este estudio se identificaron un total
de 16 especies arbdreas entre las que se encuentran, Avicennia germinans, Bursera
simaruba, Caesalpinia mollis, Chryosophyllum cainito, Citrus X sinensis, Crescentia
cujete, Enterolobium cyclocarpum, Haematoxylum campechianum, Lysiloma
latisiliquum, Metopium brownei, Piscidia piscipula, Populus sp., Trichilia americana,
Vitex gaumeri y Coccoloba cozumelensis. El 32% de los nidos (n=18) se
encontraron en C. cujete, ademas, cuatro de las ocho especies de ASA identificadas
(F. nigra, N. perilampoides, P. frontalis y S. pectoralis) construyeron su nido en esta
especie vegetal. La especie arbérea Lysiloma latisiliqguum fue la segunda especie
mas utilizada para anidacion (n=5) por tres especies diferentes de ASA, C.

zexmeniae, F. nigray S. pectoralis (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Especies de arboles usados como sitios de establecimiento de colonias
de Abejas Sin Aguijon, en la Reserva de la Biosfera de los Petenes para el sitio
Hecelchakan.

Especie de abeja sin aguijon

Total de
nidos
Cz Fn Ln Np Pb Pf Sp 200
Especie arborea arbérea
Avicennia germinans (L.) L. 4 4
Bursera simaruba (L.) Sarg. 1 1
Caesalpinia mollis (Kunth) Spreng. 1 1
Chryosophyllum cainito L. 1 1
Citrus X sinensis Osbeck 1 1
Crescentia cujete L. 8 1 4 5 18
Enterolobium cyclocarpum (Jacq.)
Griseb. 1 1
Haematoxylum campechianum L. 1 1
Lysiloma latisiliquum (L.) Benth. 1 2 2 5
Metopium brownei (Jacq.) Urb. 1 1
Piscidia piscipula Sarg. 3 3
Populus L. 1 1
Trichilia americana (Sessé y Moc.) 1 1
Vitex gaumeri Greenm. 2 1 3
Coccoloba cozumelensis Hemsl. 2 2
N.D. 4 1 1 6
Total de nidos por especie 1 20 1 1 1 11 15 50

Cz: Cephalotrigona zexmeniae, Fn: Frieseomelitta nigra, Ln: Lestrimellita niitkib, Np: Nanotrigona
perilampoides, Pb: Partamona bilineata, Pf: Plebeia frontalis, Sp: Scaptotrigona pectoralis, Tf:
Trigona fulviventris, N.D.: No determinado. ASA: Abeja sin aguijon.

Por otro lado, se identificaron nidos en construcciones antiguas y estas
correspondieron a F. nigra y S. pectoralis (Figura 6). Se localizaron en muros y

construcciones de iglesias situadas dentro de la RBLP desde hace mas de siglo y
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medio aproximadamente. Asimismo, debido a su habito de anidacion, los nidos de

T. fulviventris fueron localizados en cavidades en el suelo (Cuadro 7).

Cuadro 7. Frecuencia de nidos localizados en ruinas de hacienda localizada en la

Reserva de la Biésfera de los Petenes.

Lugar de Especie de abeja sin aguijén Total de nidos
anidacion Cz Fn Ln Np Pb Pf Sp Tf Porsustrato
Suelo 0 2 2
Muro 1 1 2
Interior iglesia 1 1
Ruina iglesia 1 1

Total de nidos por

. 0 3 0 0 0 0 1 2 6
especie

Cz: Cephalotrigona zexmeniae, Fn: Frieseomelitta nigra, Ln: Lestrimellita niitkib, Np: Nanotrigona
perilampoides, Pb: Partamona bilineata, Pf: Plebeia frontalis, Sp: Scaptotrigona pectoralis, Tf:
Trigona fulviventris, N.D.: No determinado.

e N St

Figura 6. Entradas de nido en sitio Hecelchakan. A: Guardianas en entrada de
nido de Scaptotrigona pectoralis en arbol de Chaka (B. simaruba), B: Centinela en

entrada de nido de Frieseomelitta nigra en arbol de Jicara (C. cujete).
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DISCUSION

Las diferentes especies de abejas sin aguijon (ASA) presentan una gran
variedad de estilos de vida y ecologia (Martinez-lopez et al., 2017). Pueden
establecer sus colonias de forma silvestre en arboles, o bien, en lugares
perturbados, en estructuras de edificios, cementerios y parques (Nates-Parra et al.,
2006). Su distribucion en los trépicos es amplia, sin embargo, la riqueza y diversidad
de las especies varia de acuerdo con la region y ecosistema en que se establezcan.
Esto es porque su comportamiento esta limitado por la disponibilidad de recursos y
los cambios que son provocados al ambiente. Es por esto que los estudios sobre la
diversidad, nidificacion de las colonias y su relacidon a su respuesta frente a las
variaciones y exigencias del medio externo, son de gran importancia, debido a que

crean las bases para plantear estrategias de conservacion (Vergara et al., 1986).

En este estudio se determinaron las especies de abejas sin aguijéon (ASA)
presentes en dos sitios colindantes con los municipios de Hecelchakan y Calkini en
el estado de Campeche ubicados dentro de la Reserva de la Bidsfera de los
Petenes. El muestreo permitié identificar ocho especies de ASA, previamente
reportadas para el estado (Ayala et al., 2013). No se encontrdé nuevas especies
dentro de la RBLP. Por otro lado, no se encontr6 la presencia de nidos de M.
beecheii a diferencia de lo reportado por Pat-Fernandez et al., (2018) en
comunidades aledafnas a la RBLP. Esto puede deberse a que esta especie se
establece preferentemente en habitats conservados (Quezada-Euan, 2018). Otro
factor podria ser el saqueo de nidos M. beecheii para domesticacion, ya que las

comunidades aledafias a la RBLP son caracterizadas como zonas dedicadas a la
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meliponicultura. A pesar de estos resultados, en este trabajo se encontré la
presencia de nidos de P. frontalis la cual no fue reportado por Pat-Fernandez et al.

(2018) en las comunidades aledarfias a la RBLP.

Por otro lado, en este estudio la especies con mayor numero de nidos en la
RBLP, correspondieron a F. nigra y S. pectoralis. Esta ultima especie fue reportada
como una de las mas abundantes en el Cerro, El Hacha, en la region norte de
Guanacaste, Costa Rica (Elizondo et al., 2014). Esta especie al igual que F. nigra

poseen la capacidad de adaptarse a las condiciones y disponibilidad de recursos.

En cuanto a la nidificacién el recurso que mas utilizaron las ASA fueron las
cavidades arbdreas (Martinez-Lépez et al., 2017) y el nimero de sustratos que
utilizan puede variar entre especies de abejas. Los sitios de nidificacion de ASA en
las selvas del sureste de México estan representados por una gran variedad de
arboles. Estas especies vegetales presentan diametros de 1.04—-2.22 metros, como
promedios en sus troncos a la altura del pecho; en los cuales las ASA crean
cavidades naturales para sus nidos. Del mismo modo, son capaces de hacer nidos
completamente subterrdneos; de hasta cuatro metros bajo la tierra, o
completamente expuestos. También, se establecen en pendientes de ramas de
arboles dependiendo de cada especie (Nates-Parra, 2001). En la RBLP, el 89% de
las especies de ASA localizadas tuvieron preferencias de anidacion en especies
vegetales. En la literatura se han reportado que especies como Paratrigona
isopterophila, Scaptotrigona limae y T. fulviventris nidifican en un solo sustrato,
principalmente cavidades de arboles (Nates-Parra y Cepeda,1983; Vergara et al.,
1986), mientras que otras, como Nannotrigona, pueden construir tanto en cavidades
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de arboles como grietas de edificaciones (Martinez-l6pez et al. 2017). En la RBLP
se encontré nidos de T. fulviventris en cavidades del suelo, coincidiendo con lo

reportado por Jarau y Barth (2008) y Elizondo et al., (2014).

El recurso vegetal con mayor uso para el establecimiento de nidos de ASA
localizados dentro de la RBLP correspondié a la especie Crescentia cujete
perteneciente a la familia de la bignonaceas. Esta especie vegetal brinda las
condiciones necesarias para el establecimiento de colonias debido al tamafio que
puede desarrollar dentro de la RBLP y su capacidad de resistir condiciones
ambientales desfavorables, como inundaciones o sequia. De igual forma, su
predominancia en el hébitat promueve el uso de este sustrato para que las ASA
establezcan sus nidos (Antonini y Martins, 2003). Asimismo, a su abundancia de
flores con olor atractivo para las ASA, las cuales proveen de néctar y polen como
recursos esenciales para el desarrollo y manutencion de la colmena. En un trabajo
previo, Moreno y Cardozo (1997) reportaron a la especie vegetal Bursera simaruba
como la especie vegetal nativa mas importante para la nidificacion de M. beecheii
en Costa Rica. Contrario a estos resultados, en la RBLP B. simaruba forma parte
de las especies vegetales menos frecuentes, debido a que alberg6 un solo nido de
S. pectoralis. Se ha reportado que algunas especies de ASA pueden no presentar
preferencias en el recurso vegetal de nidificaciéon (Biesmeijer et al., 2006), sin
embargo, en nuestro estudio las especies F. nigra 'y S. pectoralis encontradas en la

RBLP presentaron cierta especificidad de nidificacion en C. cujete.

En el sitio Hecelchakan, se localizaron nidos de ASA establecidas en estructuras
de construcciones de antiguos asentamientos dentro de la RBLP a causa del
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decremento en el uso de sustratos naturales y la busqueda de asentamientos
humanos como nuevos nichos para la nidificacién, lo que sugiere el incremento de
perturbacion antropogénica que cada dia se vuelven més frecuentes en estos
habitats (Garibaldi et al., 2012; Nates-Parra et al., 2008). Asimismo, se observé que
en la RBLP los hébitos de nidificacién igual estan influenciados por factores
relacionadas con el tipo de habitat. La RBLP esta conformada en su mayoria por
sitios, conocidos como marismas, los cuales en el periodo de lluvias alcanzan
profundidades de inundacién a una altura mayor a un metro (Villalobos-Zapata y
Mendoza-Vega, 2010). De los dos sitios de muestreo, Calkini estd conformado por
zonas con mayor numero de superficies inundables, debido a su alta proximidad al
mar y como consecuencia de ello, especies como T. fulviventris que son
subterrdneas (Ayala, 2016), no se encontraron en este sitio, a pesar de que estas

especies son de amplia distribucion (Quezada-Euan, 2005).

En cuanto a la densidad de nidos en la RBLP, el sitio Hecelchakan demostré un
mayor numero de nidos en comparacion con Calkini, sin embargo, el nUmero de
nidos encontrados en ambos sitios por hectarea fue bajo comparados con otros
autores, donde la densidad de nidos de ASA silvestres es 6 a 8 nidos por hectarea
(Batista et al., 2001; Eltz et al., 2002). Por su parte, Eltz et al., (2002) reportaron una
alta densidad en las zonas de manglar con valores de 8.4 nidos por hectarea. En la
RBLP no se localizaron nidos establecidos en la zona de manglares. Esto puede
deberse debido a que gran parte de la zona de manglar esta conformada en su
mayoria por plantas jovenes que forman parte de los planes de reforestacion por

pérdidas de mas del 15.2 % en cobertura del mangle (Gomez Ramirez, 2013) como
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consecuencia de las actividades antropogénicas y los eventos hidrometeoroldgicos
(Hernandez-Félix et al, 2017). Por lo tanto, las plantas dentro de la RBLP que
pertenecen al plan de reforestacion de mangle aun no poseen las medidas
adecuadas para el establecimiento de nidos de ASA. Estos resultados podrian
indicar que la explotacion, las actividades antropogénicas y los eventos
meteoroldgicos en la Reserva de la RBLP podrian estar afectando la anidacion de
las ASA de manera silvestre al reducir los sustratos de anidacion afectando la
densidad y diversidad de las especies. Por lo tanto, este estudio permite establecer
las bases para futuros estudios sobre la diversidad, distribucion y el riesgo de las
abejas ASA en esta Reserva que permitan establecer estrategias para su

conservacion.
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CONCLUSION

Los nidos de abejas sin aguijon (ASA) localizados dentro de la Reserva de la
Biofera de los Petenes (RBLP) pertenecieron a especies ya reportadas con
anterioridad en el estado de Campeche. Las ASA Frieseomelitta nigra y
Scaptotrigona pectoralis fueron las especies con mayor frecuencia encontrada en la
RBLP debido a que parecen tener una mejor capacidad adaptativa al anidar en
cualquier tipo de sustrato. Crescentia cujete fue la especie arbérea con mayor
preferencia para el establecimiento de nidos en las diferentes especies de ASA
encontradas, debié a su predominancia en el habitat como consecuencia de su
capacidad de crecer en sitios inundables, presentar resistencia a sequia y su

floracion abundante.
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CAPITULO Il MICROORGANISMOS AISLADOS DE LAS ABEJAS
SIN AGUIJON Scaptotrigona pectoralis Y Frieseomelitta nigra

INTRODUCCION

La simbiosis es un proceso comun en la naturaleza, en el caso de los simbiontes
evolucionan para beneficiarse mutuamente (Vasquez et al., 2012). Los animales
incluidos los insectos establecen asociaciones simbidticas con diversas
comunidades de microorganismos comunmente conocido como microbioma
(Anderson et al.,, 2013; Feldhaar y Gross, 2009). Las abejas son insectos
colonizadas por una diversa gama de microorganismos incluidas bacterias, hongos,
protozoarios y virus que conforman su microbioma (Kwong y Moran,2016; Villegas-
Plazas et al., 2018). La microbiota es considerada de gran importancia para la salud
del sistema inmunitario, digestivo y del bienestar general de las abejas, ya que
pueden proporcionar a sus hospederos aminoacidos esenciales, vitaminas,
nutrientes y enzimas que facilitan la digestion y la obtencion de energia (Anderson
etal., 2011; Lee et al., 2015; Newton et al., 2013; Thomas et al., 2009). Por ejemplo,
se sabe que la conversion del polen en pan de abeja es el resultado de la accién
microbiana, donde basicamente ocurre una fermentacion acido lactica por accién
de bacterias y levaduras, con actividad proteolitica y lipolitica y otros procesos

enzimaticos (del Risco-Rios et al., 2012).

Debido a la creciente disminucion de polinizadores en el mundo (Potts et al.,
2010; Winfree et al., 2011), es de gran importancia realizar estudios que ayuden a
entender las funciones ecoldgicas de los microorganismos en la nutricion y
desarrollo de las abejas, para plantear estrategias de reproduccion sustentable que
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permitan su conservacion. Las abejas sin aguijon (ASA) son el grupo de insectos
polinizadores mas grande ya que estan presentes en todas las regiones tropicales
y subtropicales del mundo (Brown y Oliveira, 2014; Michener, 2007), sin embargo,
existen pocos estudios en cuanto a los microorganismos aislados de ellas;
actualmente, la microbiota de la abeja europea Apis mellifera es el mas estudiado
(Bonilla-Rosso et al., 2018; Olofsson y Vasquez, 2008; Olofsson et al., 2011; Piccini
et al.,, 2004; Vasquez et al., 2012). Los estudios principalmente se centran en la
identificacion de los microorganismos de Apis mellifera (Barbosa et al., 2018;
Barbosa et al., 2017; Leonhardt y Kaltenpoth, 2014; Rosa et al., 2003, Rosa y
Lachance, 2005; Teixeira et al., 2003), mientras que muy pocas son las
contribuciones en abejas sin aguijon (Menezes et al., 2015; Paludo et al., 2018;
Paludo et al., 2019). Por ejemplo, se ha descubierto una fuerte asociacion simbiotica
entre Scaptotrigina depilis y el hongo Monascus (Ascomycotina) al observar una
baja supervivencia de las larvas cuando estas no consumian al hongo en su
alimento larvario (Menezes et al., 2015). Por otra parte, Paludo et al. (2018) reportd
gue el hongo Zygosaccharomyces sp. es capaz de producir esteroides que regulan
el desarrollo larval de S. depilis. Mas tarde, este mismo autor informé de una
asociacion tripartita conformada por Zygosaccharomyces sp., Monascus ruber y
Candida sp. Estos dos ultimos microorganismos controlan las poblaciones de
Zygosaccharomyces sp. mediante la produccién de compuestos volatiles para su
desarrollo, o bien, lovastatina para inhibir su crecimiento (Paludo et al., 2019). Por
otro lado, en un estudio realizado en la ASA Heterotrigona itama se aislaron a partir

de miel, polen y propdleo cuatro cepas de Bacillus con actividad proteolitica,
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lipolitica y celulolitica con importantes aplicaciones biotecnologicas (Ngalimat et al.,

2019).

Actualmente, los estudios realizados sobre el papel de los microorganismos en
ASA son insuficientes. Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra son especies
de ASA que presentan una amplia adaptabilidad a diversos ambientes por lo que
son consideras con potencial en la meliponicultura (Aguilar et al., 2013; Ayala et al.,
2013). Ambas especies de ASA fueron identificadas como las mas abundantes en
los muestreos realizados en el Area Natural Protegida conocida como la Reserva
de la Biosfera de los Petenes (RBLP). Aunado a ello, y con la finalidad de contribuir
a general conocimiento es estas especies, este trabajo tiene por objetivo aislar y
caracterizar la microbiota interna y externa asociada a las ASA Scaptotrigona
pectoralis y Frieseomelitta nigra y evaluar la funcionalidad enzimatica de los

aislados obtenidos mediante medios selectivos.
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MATERIALES Y METODOS
2.1 Colecta de las abejas sin aguijon Scaptotrigona pectoralis y
Frieseomelitta nigra
Las especies de Abejas Sin Aguijon (ASA) S. pectoralis y F. nigra utilizadas para
el aislamiento de los microorganismos fueron colectados en la Reserva de la
Biosfera de los Petenes (RBLP) en Campeche México. Para este estudio se
seleccionaron tres nidos de S. pectoralis (denominados P1, N15y N13) y tres de F.
nigra (N1-24, N12-24 y N13-24) (Cuadro 8). Los nidos fueron seleccionados debido
a que existia una distancia mayor entre ellos (mayor a 4 km) o bien cuando la
vegetacion en el sitio donde se encontraba el nido era diferente, ya que estos
factores podrian influir para presentar diferencias en su microbiota.
Cuadro 8. Ubicacion geografica de los nidos muestreados para el aislamiento de

microorganismos asociados a las especies de abejas sin aguijon Scaptotrigona

pectoralis y Frieseomelitta nigra, en la Reserva de la Biosfera de los Petenes.

Especie Nido Coordenadas Altitud (msnm)
F. nigra N1-24 20.546731N 90.294292W 3.9m
N12-24 20.536912N 90.299713W 4m
N13-24 20.537372N 90.299755W 6.6m
S. pectoralis P1 20.170154N 90.330735W m
N13 20.168590N 90.316033W 7m
N15 20.132766N 90.321034W m

La captura de especimenes de las abejas se realizd colocando un tubo cénico
de 50 mL estéril (Figura 7) en la entrada del nido. Se tomd un total de 60 abejas por

cada nido y se transportaron al Laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia

84



Agricola, del Colegio de Postgraduados, Campus Campeche en una nevera con
hielo para causar el aletargamiento de las abejas y mantener estable la microbiota

hasta su aislamiento.

Figura 7. Colecta de abejas para aislamiento de microbiota interna y externa, en

la entrada de nido de la especie de ASA Frieseomelitta. nigra.

2.2 Estandarizacion del proceso de aislamiento de la microbiota interna
de las abejas sin aguijon Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta

nigra

Para el aislamiento de la microbiota interna se realizé la estandarizacion de un
método de desinfestacion externa eficiente de las abejas, debido a la falta de
protocolos para el aislamiento de estos microorganismos internos en estas especies
de tamafno pequefio. Para ello, se procedié a consultar en la literatura diferentes
procedimientos de desinfestacion en insectos (Cuadro 9). En total se realizaron
nueve tratamientos (Cuadro 9) hasta seleccionar un método eficiente de
desinfestacion de las abejas, que se obtuvo cuando se observaba nulo crecimiento
microbiano en los medios, al realizar la impresion de las abejas en el medio de

cultivo (colocar la abeja después del proceso de desinfestacién y presionarla sobre
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el medio de cultivo) o bien, al colocar la solucién salina del lavado de las abejas,

usada para su desinfestacion, en medio de cultivo.

Cuadro 9. Tratamientos empleados para estandarizar la desinfestacion de las
abejas Scaptotrigona pectoralis y Frieseomelitta nigra de la Reserva de la Biosfera
de los Petenes, para el aislamiento de sus microorganismos internos asociados, con

base en estudios en otros insectos.

Tratamiento probado Referencia Insecto

Hipoclorito de sodio 0.4% por
1 min.

Etanol 67.2% Kumar et. al.,2014, O. velox, A. miliarisand
Dantur et. al., 2015, P. quatuordecimpunctata,
Gandotra et. al., 2016, Diatraea saccharalis
Almeida et. al., 2017 Lepiddpteros
Spodoptera frugiperda.

Etanol 67.2 % + Hipoclorito
de sodio 0.4 %

Etanol 75% + Hipoclorito de Davidson et. al.,1994, Bemesia Argentifolii
sodio 2% Gai et. al., 2010

Etanol 80% por 1 min. +
Hipoclorito de sodio 0.4 % por
1 min.

Etanol 92.18% + Hipoclorito
de sodio 0.4%

Etanol 96% por 1.5 min Kenneth et. al., 2014 Gypsy Moth

Etanol 96% + Hipoclorito de
sodio 5%
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2.3 Aislamiento y purificacion de microorganismos de la microbiota

interna y externa de S. pectoralis y F. nigra.

El aislamiento de los microorganismos de S. pectoralis y F. nigra se realiz6
mediante la técnica de dilucién seriada. Para el aislamiento de los microorganismos
de la microbiota interna se tomaron un total de 25 abejas y se desinfestaron
externamente con etanol 96% e hipoclorito de sodio 5%. Las abejas desinfestadas
se colocaron en un tubo de ensaye y se maceraron con una varilla esteril.
Posteriormente, se agitd con un vortex por 3 min y se depositd 1 mL en otro tubo de
ensaye con el mismo volumen de solucién salina esteril. Este proceso se repitio
cinco veces para obtener las diluciones 101,102,10-3,10%,10°. Posteriormente, se
deposité 100 ul de la dilucién 10-3. Con la ayuda de una espatula Drigalsky estéril
se distribuy6 homogéneamente los 100 ul de cada dilucién en placas Petri con
medio. Los medios utilizados fueron, agar nutritivo (AN), papa dextrosa agar (PDA)
para las pruebas de estandarizacion del protocolo de desinfestacion en ASA del
meliponario del CP, Campus Campeche. Luria Bertani (LB), Czapek Dox (CZ) y
extracto de malta (EM), en la prueba de diferentes protocolos de desinfestacion
externa de ASA de la RBLP y para aislar la mayor diversidad de microorganismos.
Se utilizaron como controles de desinfestacion la impresion de las abejas y del agua
estéril del dltimo lavado de las abejas, en cajas Petri con medio. Las placas se
realizaron por triplicado y se incubaron a 37°C durante 72 horas. El conteo de

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se realizé cada 24 horas por 72 horas.

El aislamiento de la microbiota externa se realiz6 mediante la inmersién de 25

abejas de cada especie de ASA en 1.5 mL de solucién salina estéril al 0.85%.
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Posteriormente, se tomd 1mL y se depositd en 9 mL de solucién salina para realizar
las diluciones seriadas como se describen arriba. Se utilizé la dilucién 10-3 para el
cultivo de la microbiota externa en los mismos medios y tiempo de incubacién
utilizados para la microbiota interna. Asimismo, las placas se realizaron por
triplicado y se incubaron a 37°C durante 72 horas. El conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) se realizé cada 24 horas por 72 horas. Las colonias
obtenidas en ambos aislamientos, se purificaron mediante subcultivos utilizando la

técnica de estria hasta obtener cultivo axénicos.

2.4 Caracterizacion morfolégica de los microorganismos aislados

La caracterizacion macroscoépica de los microorganismos aislados de cada una
de las colonias puras de cada medio se describié mediante taxonomia polifasica,
utiizando la caracterizacion fenotipica y las caracteristicas morfolégicas
macroscopicas de las colonias desarrolladas en las placas de agar bajo el
estereoscopio, describiendo el tamafio, forma, bordes, elevacion, superficie y
textura, asi como la velocidad de crecimiento. Ademas, se evalu6 la capacidad de
crecimiento de las bacterias, considerando de 1-3 dias: rapido crecimiento y 4-6 o
mas: lento crecimiento (Llop et al., 2001). La caracterizacion microscopica se realizd

mediante la tincién de Gram (Claus,1992).

2.5 Prueba de KOH
Esta prueba consistié en la toma de una asada de una colonia por cepa aislada,
gue fue mezclada en un portaobjetos con una gota de solucién de KOH 3%. Esta
prueba resulté positiva cuando se present6 la formacion de un hilo al levantar el asa
del portaobjetos.
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2.6 ldentificacion molecular de los microorganismos aislados

La identificacion de los aislados se realizé con base en la secuenciacion parcial
del gen 16S rRNA en el caso de la bacterias e ITS para levaduras. Los
microorganismos se crecieron en medio BD King por 24 6 72 h, dependiendo del
crecimiento de cada cepa. EI ADN total se extrajo con bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 2% (CTAB) de acuerdo con Doyle y Doyle (1990). La
concentracion de ADN se determind por espectrofotometria mediante lecturas de
absorbancia (Azsoze0 Y A2so260) utilizando un Nanodrop 2000C (Thermo Scientific,
USA), vy su integridad se determind por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
suplementado con 3 pL de GelRed (Biotium, USA) y se visualizaron en un
transiluminador UV 1000/26MXXpress (Vilber Lourmat, Germany) con el Software
Biodoc analyze. La amplificacion y secuenciacién de gen 16S rRNA se llevé a cabo
con los iniciadores universales 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R
(5-GTTACCTTGTTACGACTT-3') (Eden et al., 1991). En el caso de la region ITS
se us6 el primer ITS5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGC) e ITS4
(5 TCCTCCGCTTATTGATAT-GC) (White et al., 1990). Las reacciones de PCR se
realizaron con un termociclador C1000 (BIO-RAD, USA). La mezcla de reaccion se
preparé en un volumen final de 15 pL conteniendo 0.18 pL de 5U Tag DNA
polimerasa (Promega, Lyon, Francia), 3 pL de 5X Green GoTaq® reaccion Buffer
(Promega, USA), 0.6 puL de 2.5 mM dNTPs, 0.18 pL de 10 pM por cada
oligonucledtido, 7.86 pL de H20 HPLC y 3.0 uL 20 ng DNA. EIl programa de

amplificacion consistié en un ciclo de 95 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos a 95 °C
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por 2 min, 59 °C por 1 min, 72 °C por 1.5 min, y finalmente, una extension por 5 min

ar2°C.

Los productos de PCR de aproximadamente 250 pb, se limpiaron con EXOSAP-
IT (Affymetrix, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
fueron secuenciados en la compafiia Macrogen mediante pirosecuenciacion. Las
secuencias de ambas hebras se ensamblaron y editaron usando el programa
BioEdit versién v7.2.5 (Hall, 1999) para crear las secuencias consenso. Estas
secuencias se analizaron con el Blastn algoritmo de BLAST/NCBI software (Altschul
et al., 1997) y Database Project release 11 (http://rdp.cme.msu.edu/). La
reconstruccién filogenética de todas la secuencias se realizé con inferencia
Bayesiana usando el programa Mr.Bayes v3.2.6 (Huelsenbeck y Ronquist 2001,
Ronquist y Huelsenbeck 2003), se utilizé el modelo Generalized Time Reversible
(GTR) con 5'000,000 de generaciones. Todas las secuencias fueron depositadas
en el NCBI-GenBank. Para la contruccién del arbol filogenético se consider6 a la
cepa NR_113432 Halococcus hamelinensis como fuera de grupo.
2.7 Determinacion de la actividad enzimatica de los microorganismos
aislados
Para evaluar la actividad aminolitica, celulolitica, lipolitica, proteolitica,
solubilizacion de fosfato y produccion de acidos organicos, los microorganismos se
sembraron en los medios agar almidon, agar carboxilmetilcelulosa, Spirit blue, agar
calcio caseinato, Pikovskaya y Pikovskaya modificado y respectivamente. Para
revelar halos de hidrdlisis de los microorganismos celuloliticos, se usé la técnica de

rojo congo al 1% (p/v) segun Teather y Wood (1982) y los amiloliticos por adicién
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de lugol (Pedroza et al., 2007). En los medios restantes se observo la presencia de

halos por el cambio del viraje.
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RESULTADOS

3.1 Aislados obtenidos a partir de la microbiota interna y externa de S.

pectoralis y F. nigra
En total se obtuvieron 147 aislados microbianos de S. pectoralis y F. nigra
utilizando los diferentes medios y el protocolo de desinfestacion etanol al 96% e
hipoclorito de sodio al 5% (2 min). En F. nigra se obtuvo el mayor niumero de
aislados (n=79), el 51% se aisl6 de la microbiota externa (40 morfotipos) y el 49%
de la microbiota interna (39 morfotipos). Contrario a estos resultados, en S.
pectoralis (n=68) el 71% se aislé microbiota interna (48 morfotipos) y solo el 29%

de la microbiota externa (20 morfotipos) (Figura 8).

Con respecto al medio utilizado para el aislamiento, se obtuvo un mayor numero
de morfotipos utilizando el medio LB en S. pectoralis (n=25) a partir de la microbiota
interna. En el caso de F. nigra, el mayor niumero de aislados a partir de la microbiota
interna, se encontrd en el medio EM (n=17). En la microbiota externa, en la especie
S. pectoralis obtuvo un mayor numero de morfotipos utilizando el medio EM (n=9),
por el contrario, en F. nigra, el medio LB demostr6 mayor niamero de morfotipos
(n=15). El medio CZ demostr6 la menor cantidad de morfotipos aislados en ambas

especies de ASA (Figura 8).
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Numero de ai

AR

Interna Externa Interna Externa Interna Externa

LB Ccz
Medios de cultivo

EM

B Scaptotrigona pectoralis % Frieseomelitta nigra

Figura 8. Numeros totales de morfotipos aislados de la microbiota interna y
externa de las ASA F. nigra y S. pectoralis de la RBLP, cultivadas en los medios
Luria Bertani=LB, Czapek Dox=CZ y Extracto de Malta=EM.

3.2 Caracterizacién micro y macroscoépica de los aislados

Del total de 147 aislados, el 69% (102 aislados) perdi6 su viabilidad por lo que
solo el 31% (45 aislados, 28 en F. nigra y 17 en S. pectoralis) del total aislado se
sometid a la caracterizacion, identificacidn molecular y evaluacién de su actividad.
En cuanto a su caracterizacion microscopica, del total (45 aislados), se encontré un
menor porcentaje (36%, 16 aislados) de gram negativas en relacion con las gram
positivas (64%, 29 aislados). ElI 49% demostrd ser cocos y el 36% bacilos (Cuadro
10). En cuanto a la caracterizacion macroscopica de las colonias se encontraron
diferentes formas desde circular, bordes enteros, ondulado hasta lobulado, con

elevaciones planas, convexas y esta ultima con mayor frecuencia. Las coloraciones
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de las colonias se observaron de color blanco a crema y muy pocas en color

amarillo.

Asimismo, se realizo la prueba de KOH de las cepas (n=41) debido a que cuatro
de ellas perdio su viabilidad. Como resultado de esta prueba se determiné que, 14
cepas demostraron resultados positivos y 27 de ellas mostro resultados negativos

ante esta prueba.
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3.3 Identificacion molecular de los microorganismos aislados

La identificacion de los 45 microorganismos aislados a partir de ambas especies
de ASA colectadas dentro de la RBLP (Cuadro 11). En la ASA F. nigra, se
identificaron 28 cepas distribuidos en siete géneros tales como Bacillus,
Curtobacterium, Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Sinorhodobacter y
Staphylococcus. En la microbiota interna se identificaron 15 cepas y estas
correspondieron a dos cepas de B. cereus (CPO 4.227 y CPO 4.232), una de
Bacillus sp. (CPO 4.238), cuatro cepas de Pantoea anthophila (CPO 4.224, CPO
4.225, CPO 4.234 y CPO 4.235), una de Pseudomona oryzihabitans (CPO 4.233),
una de Curtobacterium citreum (CPO 4.218) y seis cepas de Staphylococcus cohnii
(CPO 4.212, CPO 4.223, CPO 4.216, CPO 4.217, CPO 4.236 y CPO 4.237). En la
microbiota externa se identificaron 13 cepas y estas correspondieron a dos cepas
de Bacillus sp. (CPO 4.229 y CPO 4.230), dos de Ochrobactrum sp. (CPO 4.220 y
CPO 4.226), una de P. stutzeri (CPO 4.213), una de Sinorhodobacter sp. (CPO
4.222) y siete de S. cohnii (CPO 4.214, CPO 4.215, CPO 4.228, CPO 4.231, CPO

4.219, CPO 4.221 y CPO 4.239).

En la ASA S. pectoralis, se aislaron 14 cepas bacterianas distribuidas en seis
diferentes géneros y estas correspondieron a Bacillus, Enterobacter, Klebsiella,
Kocuria, Pantoea y Staphylococcus. Asimismo, se aisl6 tres cepas de la levadura
Candida. En la microbiota interna se identificaron en total 13 cepas bacterianas, una
cepa de B. cereus (CPO 4.208), cinco cepas de Enterobacter hormaechei (CPO
4.200, CPO 4.202, CPO 4.204, CPO 4.207 y CPO 4.201), una cepa de Klebsiella

oxytoca (CPO 4.203), una cepa de Kocuria sp. (CPO 4.244), una cepa de P.
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anthophila (CPO 4.210), una cepa de P. stutzeri (CPO 4.206) y tres cepas de S.
cohnii (CPO 4.241, CPO 4.209, CPO 4.211). También, se identificaron dos cepas
de la levadura C. metapsilosis (CO 4.240, CPO 4.243). En la microbiota externa se
identificoO una cepa bacteria y esta correspondié al género S. cohnii (CPO 4.205).
Asimismo, una cepa de la levadura C. metapsilosis (CPO 4.242).

Cuadro 11.Cepas de microorganismos identificados de F. nigra y S. pectoralis de
la RBLP, Campeche.

Numero de
ASA Nido Cepa Microorganismo Origen accesion Gen
Bank NCBI

F. nigra N13-24 CPO 4.208 Bacillus cereus I MN733036
CPO 4.227 Bacillus cereus I MN733055

N13-24 CPO 4.232 Bacillus cereus I MN733066
N1-24  CPO 4.238 Bacillus sp. E MN733057
CPO 4.229 Bacillus sp. E MN733058

N13-24 CPO 4.230 Bacillus sp. I MN733046
N13-24 CPO 4.218 Curtobacterium citreum E MN733048
N12-24 CPO 4.220 Ochrobactrum sp. E MN733054
N12-24 CPO 4.226 Ochrobactrum sp. I MN733052
CPO 4.224 Pantoea anthophila I MN733053

N13-24 CPO 4.225 Pantoea anthophila I MN733062
CPO 4.234 Pantoea anthophila I MN733063

N13-24 CPO 4.235 Pantoea anthophila I MN733061
N1-24 CPO 4.233 Pseudomona oryzihabitans E MN733041
N13-24 CPO 4.213 Pseudomonas stutzeri E MN733050
N1-24 CPO 4.222 Sinorhodobacter sp. I MN733040
N12-24 CPO 4.212 Staphylococcus cohnii I MN733051
N13-24 CPO 4.223 Staphylococcus cohnii I MN733044
CPO 4.216 Staphylococcus cohnii I MN733045

CPO 4.217 Staphylococcus cohnii I MN733064

CPO 4.236 Staphylococcus aureus I MN733065
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NUmero de

ASA Nido Cepa Microorganismo Origen accesion Gen
Bank NCBI
N1-24  CPO 4.237 Staphylococcus cohnii E MN733042
CPO 4.214 Staphylococcus cohnii E MN733043
CPO 4.215 Staphylococcus cohnii E MN733056
CPO 4.228 Staphylococcus cohnii E MN733059
N13-24 CPO 4.231 Staphylococcus cohnii E MN733047
CPO 4.219 Staphylococcus cohnii E MN733049
CPO 4.221 Staphylococcus cohnii E MN733067
S. pectoralis N13 CPO 4.239 Staphylococcus cohnii I MN733060
N13 CPO 4.208 Bacillus cereus I MN733070
N15 CPO 4.240 Candida metapsilosis I MN733072
P1 CPO 4.243 Candida metapsilosis E MN733071
P1 CPO 4.242 Candida metapsilosis I MN733028
P1 CPO 4.200 Enterobacter hormaechei | MN733030
P1 CPO 4.202 Enterobacter hormaechei | MN733032
N13 CPO 4.204 Enterobacter hormaechei | MN733035
P1 CPO 4.207 Enterobacter hormaechei | MN733029
P1 CPO 4.201 Enterococcus sp. I MN733031
N15 CPO 4.203 Klebsiella oxytoca I MN733069
N15 CPO 4.243 Candida metapsilosis I MN733038
N13 CPO 4.210 Pantoea anthophila I MN733034
P1 CPO 4.206 Pseudomonas stutzeri I MN733068
N13 CPO 4.241 Staphylococcus cohnii I MN733037
N15 CPO 4.209 Staphylococcus cohnii I MN733039
P1 CPO 4.211 Staphylococcus cohnii E MN733033
CPO 4.205 Staphylococcus cohnii

I= microbiota interna, E= microbiota externa. * +: actividad positiva, -: actividad negativa
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MN733034. P. stutzeri CPO 4.206
MN252070. Pseudomonas stutzer™
MHB67647. Pseudomonas stuizer”
AF094748. Pseudomonas stuizen’
D84004. Pseudomonas oryzihabitans™
MN733061. P. oryzihabitans CPO 4.233
AJBT5816. Pseudomonas sp.
MN733035. E. hormaechei CPO 4.207
MN733030. E. hormaechei CPO 4.202
MN733028. E. hormaechei CPO 4.200
— AJ508302. Enterobacter harmaechei®
MN733032. E. hormaechei CPO 4.204
1_[ MN733031. K. oxytoca CPO 4.203
AF129440. Klebsiella oxytoca™
MN733038. P. anthophila CPO 4.210
JQ659459. Pantoea anthophila™
MN733062. P. anthophila CPO 4.234
MN733063. P. anthophila CPO 4.235

Gram negativa

MN733052. P. anthophila CPO 4.224
MN733053. P. anthophila CPO 4.225

EF688010. Pantoea anthophila™

UB0196. Pantoea ananatis™

AJ233423. Pantoea agglomerans™
HF679035. Enterobacter xiangfangensis™
AB004744. Enterobacter asburiae™
AJB53890. Enterobacter hormaechei™
AJB53889. Enterobacter hormaechei™

NR114879. Ochrobactrum anthrop™
{ JX113682. Sinirhodobacter ferrireducens™
X77436. Curtobacterium cifreum™

MN733046. C. citreum CPO 4.218
I GU269547. Curtobacterium oceanosedimentum™

MN733037. S. cohnii CPO 4.208
MN733039. S. cohnii CPO 4.211
D83361. Staphylococcus cohnii™
MN733040. S. cohnii CPO 4.212
MN733044. S. cohnii CPO 4.216
MN733045. S. cohnii CPO 4.217
MN733051. S. cohnii CPO 4.223
MN733065. S. cohnii CPO 4. 237
AB009936. Staphylococcus cohnii®
MN733064. S. aureus CPO 4.236
-{ L36472. Staphylococcus aureusT
MN733029. Enterococcus sp. CPO 4.201
AJ439078. Bacillus simplexT
MN733066. Bacillus sp. CPO 4.238
HQ200405. Baciflus anthracis™
AB190217 Bacillus anthracis™
MN733036. Bacillus cereus CPO 4.208

NR_074540. Bacillus cereusT™
MN733055. Bacillus cereus CPO 4.227

MN733060. Bacillus cereus CPO 4.232
D16281. Bacillus thuringiensis™
KJ812420. Bacillus paranthracis™

Gram positiva

NR_113432. Halococcus hamelinensis™

Figura9. Arbol filogenético de la identificacion de los aislamientos de la

microbiota interna
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HFB79035 Enterobacter xiangfang
AJB08302 Enterobacter hormaeche
EFG88010 Pantoea anthophila™
JQE59459 Pantoea anthophila L8-
KU500622 Pantoea agglomerans

UB0196 Pantoea ananatis™

AJ233423 Pantoea agglomerans’
- AF 129440 Klebsiella oxytoca’
AB004744 Enterobacter asburiae
AJB53890 Enterobacter hormaeche
AJB53889 Enterobacter hormaeche

1

NR_11343

010

Figura 10. Arbol filogenético de los aislamientos identificados

externa.

MN252070 Pseudomonas stutzen
MHE67647 Pseudomonas stutzeri
AF094748 Pseudomona stutzern™
MN733041 P. stutzeri CPO 4.213
084004 Pseudomonas oryzihabitan

AJ5T5816 Pseudomonas psychrotol

MN733048 Ochrobactrum sp. CPO 4.220
MN733054 Ochrobactrum sp. CPO 4.226

NR.114979 Ochrobactrum anthropi

MN733050 Sinorhodobacter sp. CPO 4.222

JX113682 Sinirhodobacter ferrir

X77436 Curtobacterium citreum™
KR085937 Curtobacterium oceanos
GU269547 Flavobacterium oceanos

NR_074540 Bacillus cereus
D16281 Bacillus thuringiensis™
KJ812420 Bacillus paranthracis
HGQ200405 Bacillus anthracis

MN733067 Bacillus sp. CPO 4.229
MN733068 Bacillus sp. CPO 4.230
AJ439078 Bacillus simplex™

AB180217 Bacillus anthracis™

136472 Staphylococcus aureus’

D83361 Staphylococcus cohnii

AB009936 Staphylococcus cohnii

MN733033 Staphylococcus cohnii CPO 4.205
MN733042 Staphylococcus cohnii CPO 4.214
MN733043 Staphylococcus cohnii CPO 4.215
MN733047 Staphylococcus cohnii CPO 4.219
MN733049 Staphylococcus cohnii CPO 4.221
MN733056 Staphylococcus cohnii CPO 4.228
MN733059 Staphylococcus cohnii CPO 4.231
MN733067 Staphylococcus cohnii CPO 4.239

2 Halococcus hamelinen
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3.4 Prospeccion de la actividad funcional de los microorganismos

aislados
Un total de 41 de cepas fueron evaluados en cuanto a su actividad amilolitica,
celulolitica, lipolitica, proteolitica, solubilizacién de fosfato y produccién de acidos
organicos, debido a que 4 de las 45 cepas de microorganismos identificados
molecularmente perdieron su viabilidad (Cuadro 12). Todas las cepas presentan
una o multiples actividades, sin embargo, ninguna cepa sometida present6 todas

las actividades evaluadas.

En cuanto a la actividad amilolitica, solo el 20% de las cepas mostré esta
actividad (n=9), las cepas con mayor actividad correspondieron a B. cereus CPO
4.227, CPO 4.208 y P. stutzeri CPO 4.206C, y con menor actividad se encontré a
las cepas P. stutzeri CPO 4.213, Sinorhodobacter sp. CPO 4.222, Staphylococcus
cohnii CPO 4.237, Candida metapsilosis CPO 4.243, Candida metapsilosis CPO
4.243 y Pantoea anthophila CPO 4.210. La actividad celulolitica se observo en el
9% de las cepas identificadas (n=3). La cepa con mayor actividad correspondié a
Pseudomona oryzihabitans CPO 4.233 y con una menor actividad se encontro a las

cepas Bacillus cereus CPO 4.227, CPO 4.208 y Pantoea anthophila CPO 4.235.

El 47% de las cepas presento la actividad lipolitica (n=21), por lo que fue la
actividad con mayor numero cepas con esta propiedad. Las cepas con mayor
actividad correspondieron Pantoea anthophila CPO 4.224, Enterobacter
hormaechei CPO 4.202 y Pseudomonas stutzeri CPO 4.206. Con menor actividad
se encontraron a las cepas Bacillus cereus CPO 4.227, CPO 4.232, CPO 4.208,

Bacillus sp. CPO 4.238, CPO 4.229, CPO 4.230, Pantoea anthophila CPO 4.235,
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CPO 4.210, Pseudomona oryzihabitans CPO 4.233, Pseudomonas stutzeri CPO
4.213, Staphylococcus cohnii CPO 4.223, CPO 4.231, CPO 4.219, CPO 4.221,
Enterobacter hormaechei CPO 4.200, CPO 4.204, CPO 4.207 y Candida
metapsilosis CPO 4.243. El 24% de las cepas evaluadas presento actividad
proteolitica, la cepa con mayor actividad correspondido Pantoea anthophila CPO
4.224 y con menor actividad se encontr6 a las cepas Bacillus cereus CPO 4.227,
CPO 4.232, CPO 4.208, Bacillus sp. CPO 4.230, Ochrobactrum sp.CPO 4.220,
Pantoea anthophila CPO 4.234, Pseudomonas stutzeri CPO 4.213, Staphylococcus

cohnii CPO 4.231, CPO 4.219 y CPO 4.241 (Cuadro 12).

La segunda actividad con mayor nimero de cepas correspondi6 a la actividad
solubilizadora de fosfato con un 44% (n=20). Las cepas con mayor actividad
correspondieron a Bacillus sp. CPO 4.238, Ochrobactrum sp.CPO 4.220, Pantoea
anthophila CPO 4.224, Enterobacter hormaechei CPO 4.202, CPO 4.204 y
Staphylococcus cohnii CPO 4.241. Las cepas con menor actividad correspondieron
a Curtobacterium citreum CPO 4.218, Ochrobactrum sp.CPO 4.226, Pantoea
anthophila CPO 4.234, CPO 4.235, CPO 4.210, Pseudomona oryzihabitans CPO
4.233, Pseudomonas stutzeri CPO 4.213, Sinorhodobacter sp.CPO 4.222,
Staphylococcus cohnii CPO 4.219, Candida metapsilosis CPO 4.240, CPO 4.243,

CPO 4.242, Enterobacter hormaechei CPO 4.200, CPO 4.207 (Cuadro 13).

La produccion de acidos organicos se presentd en 29% de las cepas evaluadas,
la cepa con mayor actividad correspondié a Sinorhodobacter sp. CPO 4.222, y con
menor actividad se encontraron a las cepas Bacillus sp. CPO 4.238, Ochrobactrum
sp. CPO 4.226, Pantoea anthophila CPO 4.235, CPO 4.210, Candida metapsilosis
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CPO 4.240, CPO 4.243, CPO 4.242, Enterobacter hormaechei CPO 4.200, CPO

4.202, CPO 4.204, CPO 4.207 y Pseudomonas stutzeri CPO 4.206 (Cuadro 13).
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DISCUSION

Los insectos participan en una gran variedad de interacciones simbidticas con
microorganismos que van desde relaciones de parasitismo hasta mutualistas. En
esta Ultima interaccion, los simbiontes proporcionan a sus anfitriones nutrientes o
defensa contra patdgenos, parasitos o depredadores, a través de multiples
mecanismos como la produccion de compuestos antimicrobianos o toxinas.
Mientras que en el mutualismo nutricional pueden proporcionar nutrientes como
aminoacidos, vitaminas o enzimas digestivas que ayudan en la degradacién de
polimeros o compuestos toxicos (Berasategui et al., 2016; Douglas, 2009; Douglas,
2015). Por lo tanto, las interacciones mutualistas juegan un papel importante en los
insectos permitiéndoles explotar ecolégicamente nichos que de otro modo habrian
permanecidos inaccesibles (Sudakaran et al., 2015). El éxito evolutivo de los
insectos es altamente atribuible a sus relaciones con las comunidades microbianas
o microflora intestinal, ya que contribuyen de manera critica en la digestién de los

componentes alimenticos (Pal y Karmakar, 2018).

Actualmente, debido a la disminucién global de las poblaciones de las abejas,
es de gran interés estudiar la microbiota de las abejas para entender sus funciones
y plantear estrategias que permitan su conservacion. Por tal razén, las
investigaciones sobre la microbiota aumentan constantemente, principalmente en
aspectos sobre la diversidad, dindmica temporal y la salud de las abejas. Sin
embargo, solo unos pocos estudios han tratado la microbiota natural de las abejas
y gran parte de los estudios se enfocan en la abeja A. mellifera y abejorros (Engel

et al., 2016; Zheng et al., 2018).
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En este trabajo, se realizo el aislamiento de la microbiota interna y externa en
las ASA S. pectoralis y F. nigra en su habitat natural en la RLBP. Este estudio se
observo un mayor niumero de cepas bacterianas en F. nigra (n=28) en comparacién
con S. pectoralis (n=14). En total en ambas ASA se identificaron cepas bacterianas
pertenecientes a 10 géneros diferentes como Bacillus, Curtobacterium,
Enterobacter, Klebsiella, Kocuria, Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas,
Sinorhodobacter y Staphylococcus. En la microbiota interna de F. nigra se
identificaron a B. cereus, Bacillus sp., P. anthophila, P. oryzihabitans, C. citreumy
S. cohnii. En la microbiota externa se identific6 a Bacillus sp., Ochrobactrum sp.
Sinorhodobacter sp. y S. cohnii. Mientras que la ASA S. pectoralis en la microbiota
interna se identific6 a B. cereus, E. hormaechei, K. oxytoca, Kocuria sp., P.
anthophila, P. stutzeri y S. cohnii; y en la microbiota externa solo se identifico a S.
cohnii. Estos resultados permiten observar que las especies B. cereus, P.
anthophila, P. stutzeri y S. cohnii fueron identificadas en ambas especies ASA. Por
el contrario, las cepas C. metapsilosis, E. hormaechei K. oxytoca y Kocuria sp son
exclusivas de S. pectoralis y las especies Bacillus sp., C. citreum, Ochrobactrum
sp., P. oryzihabitans y Sinorhodobacter sp., se identificaron como exclusivas de la
especie de F. nigra. En este estudio no se logroé identificar una gran variedad de
microorganismos ya que un gran parte de ellos perdié su viabilidad. Esto puede
deberse a la naturaleza del origen de los mismos ya que pueden ser simbiontes
obligados con exigencias ambientales y nutricionales especificas. Loncaric et al.,

(2009) reporto una pérdida de viabilidad de cepas bacterianas después de 48 h de
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incubacion a temperaturas mayores a los 24 °C, lo que podria dificultar el cultivo del

microbioma de las ASA.

A diferencia de otros estudios en los que se encuentran una gran cantidad de
cepas correspondientes a especies de Bacillus, en nuestro estudio Staphylococcus
fue el género encontrado con mayor frecuencia en ambas especies de ASA.
Previamente, existen reportes de la presencia de este mismo género en la miel y
polen de la ASA Trigona carbonaria. Por su parte, Anjum et al., (2018) reportaron
un mayor porcentaje de este mismo género bacteriano en la flora del intestino de A.
mellifera. Las abejas son insectos sociales que recorren grandes distancias para
recolectar néctar y polen, por lo tanto, su contacto con diversos entornos actia como
un vector de flora bacteriana diversa. Varias bacterias patégenas oportunistas ya
han sido reportadas en diferentes insectos incluyendo insectos fitéfagos asociados
a plantas (Soto-Arias et al., 2014). Por lo tanto, el néctar es considerado como un
reservorio bacteriano ambiental (Anjum et al., 2018). Asimismo, se han reportado
mas de cincuenta especies de bacterias de 31 géneros asociadas con diferentes
hormigas, incluidas Staphylococcus, Enterobacter, Pseudomona, Bacillus,

Klebsiella (Pesquero et al., 2012) géneros encontrados en este trabajo.

El género Bacillus es considerado como una de las bacterias mas benéficas en
las abejas (Anjum et al., 2018; Leonhardt y Kaltenpoth, 2014; Ngalimat et al.,2019;
Pucciarelli et al., 2014).). En este trabajo se encontraron cepas de este género en
F. nigray S. pectoralis. Entre los bacilos identificadas se encuentra Bacillus sp y B.
cereus, las cuales presentaron mdultiples actividades, como aminoliticas,
celuloliticas, lipoliticas, proteoliticas, solubilizacion de fosforo y acidos organicos, lo
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gue confirma la asociacion simbiotica de este género en estas dos especies de ASA.
Recientemente, Ngalimat, et al. (2019) reportaron que las especies de Bacillus
stratosphericus PD6, B. amyloliquefaciens PD9, B. subtilis BD3 y B. safensis BD9
aisladas a partir de los nidos, miel, pan de abeja y el propoleo de H. itama las cuales
presentan actividades proteoliticas, lipoliticas y celuloliticas y son capaces de
utilizar carbohidratos, asi como aminoacidos y acidos carboxilicos. En los ensayos
para determinar la actividad de los microorganismos en este trabajo se observé que
la actividad lipolitica fue la que presento la mayoria de los aislamientos, seguido por
la actividad solubilizadora de fosfato y produccion de acidos organicos. Las
bacterias aisladas podrian estar participando en la producciéon de enzimas que
favorezcan su nutricion y establecimiento. Por ejemplo, se ha reportado que la miel
y el pan de abejas contiene multiples acidos organicos no aromaticos, incluidos el
acido malico, citrico, lactico, succinico y fumarico (Sancho et al., 2013; Kiesliszek et
al, 2018), que podrian ser proporcionados por estos microorganismos al presentar
dicha actividad. Asimismo, los productos generados en el nido a partir de materiales
de origen vegetal como biomoléculas complejas, celulosa, proteinas y lipidos
requieren de enzimas hidroliticas para su degradacién o formacion (Gilliam, Roubik
y Lorenz, 1990; Vasquez y Olofsson, 2009; Lee et al., 2015), los microorganismos
podrian estar desempefiando un papel importante en la produccion de estas
enzimas. Por lo tanto, la digestion de sus alimentos o formacion de materiales para

el nido en estas ASA podria ser proporcionado por estos microorganismos.

Por otro lado, se ha visto que las levaduras participan en multiples procesos

fermentativos (Rosa et al. 2005; Teixeira et al., 2003), en la ASA S. pectoralis se

111



identifico tanto de la microbiota externa como interna a la levadura C. metapsilosis.
Esta levadura previamente ha sido reportada en la miel de la abeja Apis florea y la
ASA Tetragonula pagden (Saksinchai et al., 2012). Asimismo, se ha reportado otras
levaduras en otras especies de ASA, por ejemplo, Starmerella melliponinorum la
cual se ha aislado de varios sustratos. Rosa et al. (2003) y Teixeira et al. (2003)
reportaron el aislamiento de la levadura de S. meliponinorum en polen, abejas
adultas, miel y propoleo de Tetraganonisca angustula, Melipona rufiventris y Trigona
fulviventris. La ASA T. angustula ha demostrado una fuerte asociacién con S.
melliponinorum y Zygosaccharomyces machadoi (Rosa y Lachance, 2005).
Ademas, Rosa et al., (2003) identificaron un complejo de Candida apicola en nidos
de Melipona quadrifasciata. Rosa et al. (2007) reportaron la presencia de Candida
floris en insectos adultos de la ASA Trigona sp. Mas recientemente, Saksinchai et
al. (2012) reportaron la identificaciéon de Candida sp. C. apicola, C. etchellsii, C.
metapsilosis, Starmerella sp. en Tetragonilla collina, Tetragonula laeviceps, T.
pagdeni y Trigona sp. Las levaduras presentes S. pectoralis podrian estar

participando en la fermentacion de miel y otros sub-productos del nido.

Otro género identificado en este estudio en ambas especies de ASA es Pantoea.
La especie Pantoea anthophila presento importante actividad lipolitica, proteolitica
y solubilizaciéon de fosfato. Este género se ha encontrado en el intestino de otras
abejas meliferas (Loncaric et al., 2009; Lyapunov et al., 2008). Asimismo, se cree
que la fuente principal de este microorganismo son las plantas, puesto que este se
ha aislado a partir de las raices, hojas y flores de plantas (Junker et al., 2011). Razén

por la cual las cepas aisladas en nuestro estudio poseen la capacidad de solubilizar
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fosfato. De igual forma, estos mismos autores aislaron a Curtobacterium a partir de
hojas de plantas, por lo que posiblemente este género aislado exclusivamente en

F. nigra proviene de la flora visitada por las obreras.
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CONCLUSION

El analisis del microbioma de las ASA S. pectoralis y F. nigra permitié identificar
10 géneros diferentes conocidos Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter, Klebsiella,
Kocuria,  Ochrobactrum, Pantoea, Pseudomonas, Sinorhodobacter vy
Staphylococcus. Asimismo, se aislé cuatro cepas de la levadura C. metapsilosis a
partir de la microbiota interna y externa de S. pectoralis. Se encontraron cepas de
Bacillus con importantes actividades aminoliticas, celuloliticas, lipoliticas,
proteoliticas, solubilizacién de fésforo y acidos orgénicos. La actividad lipolitica fue
la actividad con mayor nimero de bacterias, seguido por la actividad solubilizadora
de fosfato y produccién de acidos organicos. La especie P. anthophila presento
importante actividad lipolitica, proteolitica y solubilizacion de fosfato. Estos
resultados indican que los microorganismos podrian estar desempefiando un papel
importante en la produccién de enzimas que favorezcan la digestion de sus

alimentos o formacion de materiales para el nido.
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