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RESUMEN

Se caracterizaron los microorganismos cultivables asociadas can Apis mel/if era. Las
muestras fueron tomadas a partir de polen almacenado (joven y maduro) y transpor-
tado en corbfculas y tracto digestive de las abejas (forrajeras y recien nacidas). Se ais-
laron bacterias pertenecienres a los generos Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus,
Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, y Arthrobacter y hongos de los generos Rhizopus, Alternaria
y Epicoccum. De acuerdo a sus propiedades bioqulmicas. algunas de estas bacrerias
pueden estar involucradas en la degradaci6n de 105 compuestos de fa capa extema del
polen y son adquiridas por las abejas a n-aves del alimento y contacto can otros indi-
viduos de {acolmena. La presencia de los hongos se explica por su amplia distribuci6n
en el ambiente, ya que los tres generos se encuentran comunmente en el suelo y en las
plantas que las abejas pueden seleccionar como fuente de alimenro.

Palabras clave: Apis mellifera, polen, intestine, Pseudomonas sp., Streptococcus sp.,
Micrococcus 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.



124 Nota breve - Contenido microbiologico cultivable del tracto intestinal y polen almacenado de Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae). Garda, er al.

Key words: Apis mel/ifera, pollen, gut, Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Micrococcus sp.,
Lactobacillus sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Arthrobacter sp., Yersinia sp., Rhizopus sp.,
Alternaria sp., Epicoccum sp.

INTRODUCCION

La evoJuci6n comportamenral de las abejas esta relacionada en gran parte con espacios
ffsicos que constiruyen ambiences particolares de nidificacion como 10 es el sustrato en
que elias desarrollan sus nidos (Seeley, 1985). En el caso de abejas sociales, la alceracion
del espacio esta relegada casi exclusivamente a la adecuacion del mismo para la ins-
rauracion de estructuras construidas casi en su totalidad por dichas abejas, usando
elementos del habitat diferentes a 105 que el sustrato les ofrece de forma inmediata
(Michener, 2000). Esre tipo de comportamiento de nidificacion rnuestra un manejo de
recursos algo distinto al de las abejas solitarias. como es la recoleccion y manejo de po-
len para el aprovisionamiento de las celdas de crfa (Roubik, 1989). EIpclen es el recurso
proreico por excelencia utilizado por las abejas para la alimenracion de sus crfas y es
manipulado antes de convertirlo en alimento larval, con el fin de eliminar ciertas capas
de exinas indigeribles para estos insectos. Se han idenrificado compuesros como rafi-
nosa, lacrosa, stachiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, acido galacturonico, acido gluc6-
nico y pectina que son en su mayorfa compuestos t6xicos para Apis mellifera, mientras
que especies de abejas silvestres como Scaptotrigona postica no presenran ninguna reac-
cion desfavorable ante estos (Zucoloro y Penedo, 1977). Esto indica que A. me/lifera se
ve obligada a tratar el polen antes de consumirlo para eliminar esros compuestos no-
civos y debido al almacenaje que realizan en las celdas de la colmena, es muy probable
que estos compuestos se degraden por acci6n de microorganismos, ya sean am bien-
tales, transportados con eJ polen recolectado 0 provenientes del tracto intestinal de la
abeja, ya que €I alimenro suministrado a las larvas es una mezcla de polen, miel y secre-
ciones del buche de las abejas nodrizas. Los esrudios realizados sobre microorganismos
asociadas can A. mellifera se han centrado en el contenido del tracto gastrointestinal,
identificando b<isicamente bacterias de la familia Enterobacteriaceae y de los generos
Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium, Streptococcus y
Clostridium, adem<is de hongos y levaduras Ueyaprakash et 01., 2003; Kacaniova et al.,
2004). No obstante, aquellos microorganismos relacionados con el polen y su papel en
los procesos de transformacion de este recurso alimenricio han tenido poca atencion.
En el presente estudio se realizo una caracterizaci6n preliminar de los microorganismos
presenres en el polen almacenado en las celdas de alimentacion de una calmena de A.
mellifera, as! como en el tracro intestinal de las abejas recien nacidas y obreras, como un
paso preliminar para determinar el origen y el posible papel que esros microorganismos
pueden ejercer en Ja maduraci6n del polen (de Fuentes ex6genas 0 provenienres del
intestino de la abeja melffera).

MATERIALES Y METODOS

COlECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

EI material biologico (polen y abejas) se colecto de las calmenas del Laborarorio de
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Abejas del Departamento de Biologta de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Bogota, de donde se extrajo un nucleo de almacenamiento y un nucleo de cna.
Tarnbien se colectaron especrmenes de forrajeras cargadas de polen en la entrada del
nido, las cuales fueron introducidas en viales esteriles. En ellaborarorio, se obtuvieron
directamenre del nucleo de almacenamiento las muestras de polen, tanto joven (sin
opercular) como maduro. Posteriormente, estas muestras fueron sernbradas en con-
diciones asepticas en agar nutritivo (AN) y agar papa dextrosa (APD), realizando un
barrido directamente sobre los medics de cultivo, al igual que la siernbra de una
dilucion 1:100 de [a muestra en solucion salina esteri! al 0,85%. De las abejas cap-
turadas se exrrajo el polen compactado en las corbfculas, realizando el mismo proce-
dirniento de siernbra aplicado a las muestras de polen. Adicionalmenre, se realize la
extraccion aseptic a del intestine de abejas recien nacidas y obreras adulras, el cual fue
sembrado directamente en las placas de AN y APD. Se efectuaron pruebas de ubicui-
dad microbiana (Valencia, 2004), para 10 cual se expusieron cajas de petri con los
mismos medios de culrivo en las colmenas evaluadas para asf tener un control am-
biental de posibles bacterias y hongos contaminantes de las muestras, es decir, aque-
1105 microorganismos que no forman parte del conrenido microbiologico normal de
las muestras. Las siembras en agar nutritive fueron incubadas a 37° C durante 48
horas, mientras que las realizadas en APD se incubaron a 24° C por siere dfas.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Despues del periodo de incubacion, las bacrerias fueron aisladas por la tecnica de
siembra por agotamiento (Madigan et at., 2000) en placa de agar nutritive y se realiza-
ron descripciones de las caracrertsticas macroscopicas (colonias) y microscopicas (tin-
ciones de Gram y diferenciales). Los hongos fueron aislados por inoculacion indepen-
diente en APD de cad a una de las colonias desarrolladas. Una vez aisladas, las bacterias
fueron caracterizadas mediante pruebas bioqufmicas de utilizaci6n de sustratos, se-
gun los protocolos de Madigan et al. (2000) y Krieg y Holt (1984) e idenriflcadas
utilizando cJaves diagn6sticas de acuerdo can Brenner (1984), Palleroni (1984),Jones
y Collins (1986), Kandler y Weiss (1986) y Schleifer (1986). A su vez, los hongos fue-
ron identificados por observaci6n de las caracterfsticas macrosc6picas de las colonias
y microsc6picas mediante la observaci6n de la morfologta en montajes empleando
azul de lactofenol, siguiendo las claves de Domsch etal. (1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

BACTERIAS DEl POLEN Y TRACTO ~NTESTINAl DE A. melJifera
De acuerdo a las caracterlsticas macrosc6picas, microsc6picas y las pruebas bio-
qufmicas de utilizaci6n de sustratos, se identificaron bacterias de los generos
Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsielia, Proteus, Yersinia y Arthrobacter
(Tabla 1). Los resultados obtenidos sugieren que el comenido microbiol6gico de cad a
una de las muestras, particularmeme polen maduro e intestino, podrfa 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 corbfculas se hallaron tambien
en el tube digestivo, sugiriendo que las abejas pueden ir adquiriendo su flora intes-
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tinal normal par media de su alimentaci6n, teniendo en cuenta que el polen reco-
lectado es sometido a un rraramiento que incluye adicion de secreciones del buche y
maduracion, previos al surninistro a las crras. EI contenido del tracto intestinal de las
abejas recien nacidas muestra una baja diversidad de bacterias en relacion con las
forrajeras, que sugiere un incremento a medida que la abeja asume su papel de obre-
ra. Esto respalda 10 senalado por Snowdon y Cliver (1996) y Kacaniova et ai. (2004)
en cuanto a la forma de adquisici6n de la microflora intestinal por A. meliiiera, que se
da a n-aves del consumo de polen, otros alirnentos y por contacro con abejas de ma-
yor edad dentro de la colonia, siendo el polen la Fuente principal de microorganismos.
Adicionalmente, de acuerdo con 10 descrito par Guilliarn (1997), las abejas obreras
recien nacidas son inoculadas con microorganismos cuando comienzan a alimen-
rarse, produciendose la colonizaci6n del tracto intestinal cuatro dias despues 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 intestine de las forrajeras, ha side
reportado en el tracto intestinal de A. mellifera por Kacaniova et s/. (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 tambien de las larvas
y sus heces, asf como del polen corbicular y el polen almacenado. Parece probable
que las bacterias sean endemicas del tracto digestive de las abejas adultas y sean
dispersadas desde las partes bucales de los adultos a las larvas y Fuentes alimenticias
(Guilliam, 1997).

i Genero f;:~ Polen Polen en

~':T'- recien nacida maduro corbfculas
i Proteus sp.

............ ,

i Klebsiella sp. X X

"p. X X X

s sp. X X

"p. X X X X X

; Yersinia sp. X

Lactobacillus sp. X
, sp , .......... ............ j ..

X

Tabla 1. Generos de bacterias presentes en polen e intestino de A. me/litera.
X=presencia del microorganismo

De acuerdo can varios autores (Guilliam, 1997; Jeyaprakash et aJ., 2003), Lactobacillus
tambien se encuentra registrado como parte de la flora bacteriana de A. mellifera. En
el presente estudio esta bacteria se aisl6 de las muestras de polen joven (participando
en las primeras eta pas de su fermentaci6n), el cual ha ingresado recientemente a la
colonia, donde es recubierto con miel como parte del tratamienro de maduracion,
posiblemente las propiedades antibi6ticas de esta sustancia (Guilliam, 1997), po-
drian ejercer en algun grade inhibici6n del crecimiento de estas bacterias en el polen
maduro. De acuerdo al comportamiento bioqufmico de las bacterias frenre a dife-
remes 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 degradacion metabotica. Tenien-
do en cuenca que las cepas de Streptococcus, Klebsiella y Arthrobacter evaluadas en el pre-
sente estudio arrojaron resultados positives para la ferrnenracion de monosacaridos, se
podrla pensar que asf mismo son responsables de la ferrnentacion de los carbohidraros
presentes en el polen para la producci6n de acido lactico y su posterior maduracion.
En otros estudios, se ha reportado que bacterias de los generos Streptococcus, Micrococcus
y Arthrobacter son capaces de degradar »losa, galacrosa y arabinose (Schleifer, 1986;
Jones y Collins, 1986) los cuales se han referido como compuestos propios del polen
que son toxicos para A. mellifera (Zucoloto y Penedo, 1977). La cepa de Pseudomonas
aislada, rnostro capacidad de utilizar los carbohidratos presentes en el polen, en espe-
cial sacarosa y glucosa, como Fuente de energra. ASI mismo, se han reportado ciertas
especies del genero Pseudomonas degradadoras de pectina (Palleroni, 1984) y se sabe
que estes microorganismos pueden aportar metabolites utiles como enzimas y Ifpidos
que pueden inducir la maduraci6n del polen, aumentando el valor nutritive y la dispo-
nibilidad de arninoacidos, mejorando la palatabilidad y digestibilidad. (Guilliam,
1997). Lo anterior argumenta a favor de la importancia de estes microorganismos en
el proceso de transformacion del polen para hacer posible su digesti6n por parte de
las abejas.

HONGOS DE POLEN E INTESTINO DE A. mellifera
Se aislaron hongos pertenecientes a los generos Rhizopus en las muestras de polen
joven, Alternaria en las de polen de corbrculas y Epicoccum en las de polen maduro. De
acuerdo a la lireratura, 10hongos 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 secunda rio de rejidos
dafiados y se ha observado sobre sernillas, papel, insectos. textiles, piel de humanos
y muy frecuentemente en el aire; ademas, presenta un mejor crecimiento en medios
con altos contenidos de glucosa y sacarosa (Domsch et a/., 1993). Esta caracteristica
es una posible explicaci6n de la presencia de este hongo en las muestras de polen
maduro, en el que el contenido de carbohidratos puede ser mayor par su recubri-
miento con miel que las abejas producen. Otro factor que pod ria determinar su cre-
cimiento es la temperatura constante a la que se encuentra la colmena, que esta un
poco per 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 ala utilizaci6n de material vegetal como Fuente nutri-
cional par el hongo. La ausencia de Alternaria en las otras muestras de polen puede
atribuirse a un efecto de inhibicion par parte de sustancias antimic6ticos liberadas
por bacterias y hongos adicionadas al polen con las secreciones de las abejas y la
acci6n anrimicrobiana de la miel, atribuida a su bajo pH, alta osmolaridad y genera-
cion enzimatica de peroxido de hidr6geno via glucosa oxidasa, ademas de la presencia
de acid os aromaticos y compuestos fen61icos (Mundo et a/., 2004; lurlina y Fritz,
2005). Esta inhibici6n puede variar de acuerdo a las caracteristicas particulares de la
miel y el microorganismo. Finalmente, el genero Rhizopus es un hongo altamente espo-
rulante bastante comun en el ambiente, asociado principalmente con material vegetal
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(Ramirez eta!., 2000). por 10 que es posible que esre hango 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 accion antibiotica sabre el mismo. Cabe anotar que se han reportado
algunas especies de este genera en muestras de polen, que pueden ser beneficas por
producir sustancias inhibidoras de microorganismos patogenos (Guilliam, 1997).
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