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RESUMEN

Se caracterizaron los microorganismos cultivables asociados con Apis mellifera. Las
muestras fueron tomadas a partir de polen almacenado (joven y maduro) y transpor-
tado en corbiculas y tracto digestivo de las abejas (forrajeras y recién nacidas). Se ais-
laron bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus,
Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, y Arthrobacter y hongos de los géneros Rhizopus, Alternaria
y Epicoccum. De acuerdo a sus propiedades bioquimicas, algunas de estas bacterias
pueden estar involucradas en la degradacién de los compuestos de la capa externa del
polen y son adquiridas por las abejas a través del alimento y contacto con otros indi-
viduos de la colmena. La presencia de los hongos se explica por su amplia distribucién
en el ambiente, ya que los tres géneros se encuentran comunmente en el suelo y en las
plantas que las abejas pueden seleccionar como fuente de alimento.

Palabras clave: Apis mellifera, polen, intestino, Pseudomonas sp., Streptococcus sp.,
Micracoccus sp., Lactobacillus sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Arthrobacter sp., Yersinia sp.,
Rhizopus sp., Alternaria sp., Epicoccum sp.

ABSTRACT

Microorganisms associated with Apis mellifera were characterized. Samples were
collected from storage pollen (young pollen and ripe pollen) and carried in corbiculas,
and bee’s gut of newly born and adult workers. Bacteria belonging to Pseudomonas,
Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, Yersinia and Arthrobacter genus
and molds of Rhizopus, Alternaria and Epicoccum genus were isolated. According to their
biochemical properties some of these microbes may be involved in the outer pollen
walls degradation and could have been acquired by the bees through food ingestion
or contact with other bees. The molds presence is explicated by their wide environ-
mental distribution; they are typically found in soil and plants chosen as food source

by bees.
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INTRODUCCION

La evolucién comportamental de las abejas esta relacionada en gran parte con espacios
fisicos que constituyen ambientes particulares de nidificaciéon como lo es el sustrato en
que ellas desarrollan sus nidos (Seeley, 1985). En el caso de abejas sociales, |a alteracién
del espacio esté relegada casi exclusivamente a la adecuacion del mismo para la ins-
tauracion de estructuras construidas casi en su totalidad por dichas abejas, usando
elementos del habitat diferentes a los que el sustrato les ofrece de forma inmediata
(Michener, 2000). Este tipo de comportamiento de nidificacién muestra un manejo de
recursos algo distinto al de las abejas solitarias, como es la recoleccién y manejo de po-
len para el aprovisionamiento de las celdas de cria (Roubik, 1989). El polen es el recurso
proteico por excelencia utilizado por las abejas para la alimentacién de sus crias y es
manipulado antes de convertirlo en alimento larval, con el fin de eliminar ciertas capas
de exinas indigeribles para estos insectos. Se han identificado compuestos como rafi-
nosa, lactosa, stachiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, dcido galacturénico, acido glucé-
nico y pectina que son en su mayoria compuestos toxicos para Apis mellifera, mientras
que especies de abejas silvestres como Scaptotrigona postica no presentan ninguna reac-
cién desfavorable ante éstos (Zucoloto y Penedo, 1977). Esto indica que A. mellifera se
ve obligada a tratar el polen antes de consumirlo para eliminar estos compuestos no-
civos y debido al almacenaje que realizan en las celdas de la colmena, es muy probable
que estos compuestos se degraden por accién de microorganismos, ya sean ambien-
tales, transportados con el polen recolectado o provenientes del tracto intestinal de la
abeja, ya que el alimento suministrado a las larvas es una mezcla de polen, miel y secre-
ciones del buche de las abejas nodrizas. Los estudios realizados sobre microorganismos
asociados con A. mellifera se han centrado en el contenido del tracto gastrointestinal,
identificando bésicamente bacterias de la familia Enterobacteriaceae y de los géneros
Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium, Streptococcus y
Clostridium, ademds de hongos y levaduras (Jeyaprakash et al., 2003; Kacdniova et al.,
2004). No obstante, aquellos microorganismos relacionados con el polen y su papel en
los procesos de transformacién de este recurso alimenticio han tenido poca atencién.
En el presente estudio se realizé una caracterizacién preliminar de los microorganismos
presentes en el polen almacenado en las celdas de alimentacién de una colmena de A.
mellifera, asi como en el tracto intestinal de las abejas recién nacidas y obreras, como un
paso preliminar para determinar el origen y el posible papel que estos microorganismos
pueden ejercer en la maduracion del polen (de fuentes exdgenas o provenientes del
intestino de la abeja melifera).

MATERIALES Y METODOS

COLECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
El material bioldgico (polen y abejas) se colecté de las colmenas del Laboratorio de
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Abejas del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Bogotd, de donde se extrajo un nicleo de almacenamiento y un nicleo de cria.
También se colectaron especimenes de forrajeras cargadas de polen en la entrada del
nido, las cuales fueron introducidas en viales estériles. En el laboratorio, se obtuvieron
directamente del niicleo de almacenamiento las muestras de polen, tanto joven (sin
opercular) como maduro. Posteriormente, estas muestras fueron sembradas en con-
diciones asépticas en agar nutritivo (AN) y agar papa dextrosa (APD), realizando un
barrido directamente sobre los medios de cultivo, al igual que la siembra de una
dilucién 1:100 de la muestra en solucidn salina estéril al 0,85%. De las abejas cap-
turadas se extrajo el polen compactado en las corbiculas, realizando el mismo proce-
dimiento de siembra aplicado a las muestras de polen. Adicionalmente, se realizé la
extraccién aséptica del intestino de abejas recién nacidas y obreras adultas, el cual fue
sembrado directamente en las placas de AN y APD. Se efectuaron pruebas de ubicui-
dad microbiana (Valencia, 2004), para lo cual se expusieron cajas de petri con los
mismos medios de cultivo en las colmenas evaluadas para asi tener un control am-
biental de posibles bacterias y hongos contaminantes de las muestras, es decir, aque-
llos microorganismos que no forman parte del contenido microbiolégico normal de
las muestras. Las siembras en agar nutritivo fueron incubadas a 37° C durante 48
horas, mientras que las realizadas en APD se incubaron a 24° C por siete dias.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Después del periodo de incubacién, las bacterias fueron aisladas por la técnica de
siembra por agotamiento (Madigan etal., 2000) en placa de agar nutritivo y se realiza-
ron descripciones de las caracteristicas macroscdpicas (colonias) y microscopicas (tin-
ciones de Gram y diferenciales). Los hongos fueron aislados por inoculacién indepen-
diente en APD de cada una de las colonias desarrolladas. Una vez aisladas, las bacterias
fueron caracterizadas mediante pruebas bioquimicas de utilizacién de sustratos, se-
gun los protocolos de Madigan et al. (2000) y Krieg y Holt (1984) e identificadas
utilizando claves diagnésticas de acuerdo con Brenner (1984), Palleroni (1984), Jones
y Collins (1986), Kandler y Weiss (1986) y Schleifer (1986). A su vez, los hongos fue-
ron identificados por observacion de las caracteristicas macroscépicas de las colonias
y microscépicas mediante la observacién de la morfologia en montajes empleando
azul de lactofenol, siguiendo las claves de Domsch et al. (1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

BACTERIAS DEL POLEN Y TRACTO iNTESTINAL DE A. mellifera

De acuerdo a las caracteristicas macroscépicas, microscopicas y las pruebas bio-
quimicas de utilizacién de sustratos, se identificaron bacterias de los géneros
Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, Yersinia y Arthrobacter
(Tabla 1). Los resultados obtenidos sugieren que el contenido microbiolégico de cada
una de las muestras, particularmente polen maduro e intestino, podria estar corre-
lacionado, ya que algunas de las bacterias aisladas son comunes para ambas (Tabla
1). Bacterias encontradas en el polen maduro y en las corbiculas se hallaron también
en el tubo digestivo, sugiriendo que las abejas pueden ir adquiriendo su flora intes-
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tinal normal por medio de su alimentacion, teniendo en cuenta que el polen reco-
lectado es sometido a un tratamiento que incluye adicién de secreciones del buche y
maduracién, previos al suministro a las crias. El contenido del tracto intestinal de las
abejas recién nacidas muestra una baja diversidad de bacterias en relacién con las
forrajeras, que sugiere un incremento a medida que la abeja asume su papel de obre-
ra. Esto respalda lo sefialado por Snowdon y Cliver (1996) y Kacdniova et al. (2004)
en cuanto a la forma de adquisicién de la microflora intestinal por A. mellifera, que se
da a través del consumo de polen, otros alimentos y por contacto con abejas de ma-
yor edad dentro de la colonia, siendo el polen |a fuente principal de microorganismos.
Adicionalmente, de acuerdo con lo descrito por Guilliam (1997), las abejas obreras
recién nacidas son inoculadas con microorganismos cuando comienzan a alimen-
tarse, produciéndose la colonizacién del tracto intestinal cuatro dias después de la
emergencia del adulto. Por otro lado, la presencia de algunas de las bacterias que se
aislaron en el presente estudio, como Proteus sp., Klebsiella sp., Streptococcus sp.,
Micrococcus sp. y Pseudomonas sp., encontradas en el intestino de las forrajeras, ha sido
reportado en el tracto intestinal de A. mellifera por Kacaniové et al. (2004), Jeyaprakash
et al., (2003) y por otros autores (Snowdon y Cliver, 1996). Estas bacterias han sido
aisladas no solo del tracto intestinal de las abejas adultas, sino también de las larvas
y sus heces, asi como del polen corbicular y el polen almacenado. Parece probable
que las bacterias sean endémicas del tracto digestivo de las abejas adultas y sean
dispersadas desde las partes bucales de los adultos a las larvas y fuentes alimenticias
(Guilliam, 1997).

. Género 7 Intestino | Intestino Polen Polen Polen en
: forrajera | recién nacida joven maduro corbiculas
Proteus sp. X
Klebsiella sp. X X
 Streptococcus sp. N el o X X
Micrococcus sp """"" X X
Pseudomonas sp. . X X X X X
i Yersinia sp. X
i Lactobacillus sp. X
"/'-\"r"throbacterﬁg.mm T IR I - X

Tabla 1. Géneros de bacterias presentes en polen e intestino de A. mellifera.
X=presencia del microorganismo

De acuerdo con varios autores (Guilliam, 1997; Jeyaprakash et al., 2003), Lactobacillus
también se encuentra registrado como parte de la flora bacteriana de A. mellifera. En
el presente estudio esta bacteria se aisl6é de las muestras de polen joven (participando
en las primeras etapas de su fermentacién), el cual ha ingresado recientemente a la
colonia, donde es recubierto con miel como parte del tratamiento de maduracién,
posiblemente las propiedades antibiéticas de esta sustancia (Guilliam, 1997), po-
drian ejercer en algin grado inhibicién del crecimiento de estas bacterias en el polen
maduro. De acuerdo al comportamiento bioquimico de las bacterias frente a dife-
rentes sustratos, es posible considerar las capas del polen como una fuente de nu-
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trientes aprovechados por las bacterias por medio de degradacién metabdlica. Tenien-
do en cuenta que las cepas de Streptococcus, Klebsiella y Arthrobacter evaluadas en el pre-
sente estudio arrojaron resultados positivos para la fermentacién de monosacaridos, se
podria pensar que asi mismo son responsables de la fermentacién de los carbohidratos
presentes en el polen para la produccién de acido lactico y su posterior maduracién.
En otros estudios, se ha reportado que bacterias de los géneros Streptococcus, Micrococcus
y Arthrobacter son capaces de degradar xilosa, galactosa y arabinosa (Schleifer, 1986;
Jones y Collins, 1986) los cuales se han referido como compuestos propios del polen
que son téxicos para A. mellifera (Zucoloto y Penedo, 1977). La cepa de Pseudomonas
aislada, mostré capacidad de utilizar los carbohidratos presentes en el polen, en espe-
cial sacarosa y glucosa, como fuente de energia. Asi mismo, se han reportado ciertas
especies del género Pseudomonas degradadoras de pectina (Palleroni, 1984) y se sabe
que estos microorganismos pueden aportar metabolitos ttiles como enzimas y lipidos
que pueden inducir la maduracién del polen, aumentando el valor nutritivo y la dispo-
nibilidad de aminodcidos, mejorando la palatabilidad y digestibilidad. (Guilliam,
1997). Lo anterior argumenta a favor de la importancia de estos microorganismos en
el proceso de transformacién del polen para hacer posible su digestion por parte de
las abejas.

HONGOS DE POLEN E INTESTINO DE A. mellifera

Se aislaron hongos pertenecientes a los géneros Rhizopus en las muestras de polen
joven, Alternaria en las de polen de corbiculas y Epicoccum en las de polen maduro. De
acuerdo a la literatura, lo hongos aislados presentan un amplio rango de distribucion.
Epicoccum sp. es un hongo encontrado frecuentemente en el ambiente asociado a la
necromasa de numerosas plantas; se considera como invasor secundario de tejidos
dafiados y se ha observado sobre semillas, papel, insectos, textiles, piel de humanos
y muy frecuentemente en el aire; ademds, presenta un mejor crecimiento en medios
con altos contenidos de glucosa y sacarosa (Domsch et al., 1993). Esta caracteristica
es una posible explicacién de la presencia de este hongo en las muestras de polen
maduro, en el que el contenido de carbohidratos puede ser mayor por su recubri-
miento con miel que las abejas producen. Otro factor que podria determinar su cre-
cimiento es la temperatura constante a la que se encuentra la colmena, que estd un
poco por encima de la ambiental. Alternaria sp. es uno de los hongos con mayor
abundancia en el ambiente; se presenta generalmente en hortalizas y granos secos
(Carrillo, 2003). La presencia en la muestra de polen en corbiculas puede deberse a
su predominio en el ambiente y a la utilizacién de material vegetal como fuente nutri-
cional por el hongo. La ausencia de Alternaria en las otras muestras de polen puede
atribuirse a un efecto de inhibicién por parte de sustancias antimicéticos liberadas
por bacterias y hongos adicionadas al polen con las secreciones de las abejas y la
accién antimicrobiana de la miel, atribuida a su bajo pH, alta osmolaridad y genera-
cién enzimatica de peréxido de hidrégeno via glucosa oxidasa, ademas de la presencia
de 4cidos aromadticos y compuestos fendlicos (Mundo et al., 2004; lurlina y Fritz,
2005). Esta inhibicién puede variar de acuerdo a las caracteristicas particulares de la
miel y el microorganismo. Finalmente, el género Rhizopus es un hongo altamente espo-
rulante bastante comun en el ambiente, asociado principalmente con material vegetal
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(Ramirez et al., 2000), por lo que es posible que éste hongo se encontrara en el polen
desde que fue colectado en la planta y que al llevar poco tiempo en la colmena, no se
ejerza una accién antibidtica sobre el mismo. Cabe anotar que se han reportado
algunas especies de éste género en muestras de polen, que pueden ser benéficas por
producir sustancias inhibidoras de microorganismos patégenos (Guilliam, 1997).
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