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III. RESUMEN 

Los microorganismos cumplen un papel importante en la biología de Apis mellifera a través de 

distintas interacciones benéficas y perjudiciales. Dentro de este marco está la interacción con los 

microorganismos de sus alimentos. A pesar de tener estrategias bien definidas para controlar la 

actividad microbiana en la miel; en el polen, esta relación no es del todo clara. Por un lado se 

postula que al igual que la miel, es un medio de conserva; y por el otro,  evidencia indirecta de 

otros trabajos de investigación, muestran un posible papel benéfico de los microorganismos 

como parte de la dieta. En el presente trabajo, se emplean herramientas metagenómicas para 

analizar la diversidad de la microbiota del polen corbicular y pan de abeja de A. mellifera.  Los 

resultados obtenidos apuntan a que no existe una disminución drástica de la diversidad de 

microorganismos en el pan de abeja en comparación con el polen corbicular. Estos resultados 

sirven como evidencia para exponer las interacciones ecológicas entre los microorganismos 

simbiontes de las plantas y de las abejas.  
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IV. ABSTRACT 

Microorganisms play an important role in the biology of A. mellifera through different beneficial or 

negative relationships. In this framework lays the interaction with the microorganism of their food. 

Despite having well stablish strategies for controlling the microbial activity in honey, in the pollen 

they eat this link is not well understood. On the other hand, it has been postulated that beebread 

is preservation environment just as honey; however, indirect evidence from other research work, 

shows that microorganisms may have possible beneficial role in diet. In the present work, 

metagenomic tools are employed to analyze the diversity in pollen carried by bees y beebread 

from A. mellifera. The results pin that there isn’t’ a drastically reduction in diversity in beebread in 

comparison to pollen carried by bees. These results exposed the ecological interactions between 

microorganism symbionts of plants and the bees. 
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1 INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos cumplen un papel importante en la biología de la abeja Apis mellifera a 

través de distintas interacciones, benéficas o perjudiciales. Por ejemplo, si ocurren cambios en 

la microbiota autóctona del intestino, por elementos ambientales, se puede ocasionar una 

disbiosis en el intestino (Anderson y Ricigliano, 2017). La disbiosis es una condición que se 

describe como: el detrimento y disfuncionalidad de un sistema debido a cambios en la riqueza o 

abundancia de la microbiota autóctona o típica (Carding et al., 2015). Una pieza clave es 

comprender el papel que cumplen los microorganismos ajenos a la microbiota autóctona de A. 

mellifera; principalmente, aquellos con los que tiene contacto a través de la alimentación. 

En lo que respecta a sus alimentos, la miel es un recurso confeccionado para ser un medio 

astringente para el crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la miel puede ser 

almacenada como un alimento de conserva durante largos periodos de tiempo. Por otro lado, la 

relación entre el polen que las abejas consumen como alimento y los microorganismos de este 

polen aún no es del todo entendida.  

El polen provee de las proteínas y ácidos grasos necesarios para el correcto desarrollo de las 

larvas y las abejas obreras adultas. Un aspecto interesante es que, el polen colectado por las 

abejas y el polen que almacenan, presentan diferencias físicas y químicas (Wright, Nicolson y 

Shafir, 2017). Pero también existen diferencias en la respuesta fisiológica de A. mellifera, cuando 

se alimentan con el polen colectado y el almacenado (Alqarni, 2006; Cremonz, De Jong y Bitondi, 

2015). Inclusive, se han reportado diferentes respuestas fisiológicas cuando el pan de abeja tiene 

diferente tiempo de almacenamiento (Maes et al., 2016). Aún no son claros los procesos por los 

cuales existen estas diferencias.  

Una hipótesis para explicar estos cambios es que, los microorganismos de la microbiota del tracto 

digestivo de A. mellifera “transforman” el polen corbicular en pan de abeja, mejorando así sus 

propiedades nutricionales (Brodschneider y Crailsheim, 2010). Contrariamente,  se ha planteado 

una hipótesis alternativa que considera que, el pan de abeja es un microambiente de conserva 

con la función de mantener una baja actividad microbiana al igual que la miel (Anderson et al., 

2014a). Esta hipótesis alternativa está en concordancia con la evidencia de una “reducción” de 

la comunidad microbiana descrita por otros autores en el pasado (Chevtchik, 1950; Pain y 

Maugenet, 1966; Gilliam 1979). No obstante, esta hipótesis se ha probado exclusivamente en la 
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microbiota intestinal autóctona bacteriana de A. mellifera; y no responde a la incógnita de las 

diferencias en la respuesta fisiológica. 

Otra posible hipótesis alternativa es que, los microorganismos por su sola presencia aportan 

nutrientes al ser consumidos junto al polen, causando las diferencias en la respuesta fisiológica. 

Esta idea ya había sido postulada en el pasado, señalando a grupos de levaduras presentes en 

el polen como la fuente  adicional de nutrientes (Chevtchik, 1950; Pain y Maugenet, 1966). 

Apoyando la noción anterior, recientemente se ha propuesto que algunos grupos de abejas, entre 

ellas A. mellifera, son omnívoras ya que, el polen no es la única fuente de proteínas que 

metabolizan, sino que también adquieren nutrientes de los microorganismos presentes en su 

alimento, particularmente de organismos fúngicos (Steffan et al., 2019). Lo anterior ha sido 

comprobado en otras especies de abejas, donde se ha demostrado la fuerte influencia de los 

microorganismos fúngicos para el correcto desarrollo de las larvas; y viceversa, cómo su 

ausencia provoca estragos en la maduración de las abejas obreras en adultas (Paludo et al., 

2018; Dharampal et al., 2019).  

En síntesis, podemos identificar dos hipótesis sobre la función del pan de abeja y la microbiota 

del polen. La primera hipótesis es: que el proceso de ensilar el pan de abeja es para crear un 

medio de conserva, dedicado a reducir la actividad microbiológica de la microbiota que se acarrea 

al colectar el polen. La segunda hipótesis es: que la microbiota fúngica del polen floral tiene una 

función importante en la dieta, suministrando algunos nutrientes a las larvas y abejas jóvenes en 

desarrollo; lo cual puede explicar las diferencias en la respuesta fisiológica entre dietas según la 

presencia o ausencia de individuos fúngicos. No obstante, la primera hipótesis parece 

contradictoria con la segunda hipótesis. Pero, el punto en común de ambas es la variación en la 

diversidad de la microbiota, entre el polen corbicular y el pan de abeja. 

Hay dos posibles alternativas que expliquen el vínculo entre el proceso de pan de abeja y los 

microorganismos. La primera es la hipótesis de que el pan de abeja es un medio de conserva, y 

en la microbiota del polen corbicular debe haber una reducción drástica de la diversidad al sufrir 

el proceso de transformación del polen corbicular a pan de abeja. Por el contrario, el pan de abeja 

puede ser un medio selectivamente astringente para bacterias, pero no para la microbiota fúngica 

benéfica. 

Bajo este escenario, el presente trabajo de tesis analiza muestras de polen corbicular y pan de 

abeja de A. mellifera utilizando las herramientas bioinformáticas más actuales hasta el momento 
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para analizar la diversidad y estructura microbiana. Los resultados obtenidos sugieren que no 

existen cambios significativos en las medidas de diversidad evaluadas, en términos de número 

efectivo de especies, para la variable del tipo de muestra. No obstante, se halla una fuerte 

influencia de la variable de ubicación de donde se tomaron las muestras. Por otro lado, la 

estructura de la comunidad revela la presencia de microorganismos persistentes en todas las 

muestras como el hongo clasificado a nivel género como Cladosporium. Disayathanoowat et al. 

(2020) reportaron ambos géneros en todas sus muestras colectadas en China, de manera similar 

a lo encontrado en este trabajo. Tras el antecedente de que los microorganismos juegan un papel 

con su sola presencia en la dieta, se discute la posible función de Cladosporium en relación con 

la dieta de A. mellifera. 
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CAPÍTULO I: ANTECEDENTES, JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS, OBJETIVO 

GENERAL, OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

2 ANTECEDENTES 

2.1 DEFINICIÓN DE MICROBIOTA 

El término microbiota se refiere la comunidad de microorganismos presentes en un ambiente 

definido (Marchesi y Ravel, 2015). En este sentido, microbiota se refiere a más de un gremio de 

microorganismos; por lo que, si es necesario especificar una sola parte de la microbiota es 

preferible utilizar el término comunidad (por ejemplo, comunidad de levaduras, comunidad 

bacteriana, comunidad de microalgas, etc.). Así mismo, para disminuir ambigüedades, es 

importante especificar el ambiente (por ejemplo, microbiota de la piel, microbiota del intestino, 

microbiota del suelo).  

Un término que se suele utilizar como sinónimo de microbiota es microbioma; sin embargo, el 

término microbioma hace referencia a un mayor nivel de organización que integra al ambiente y 

los microorganismos. Esta definición se basa en el sufijo bioma, que comprende los factores 

bióticos y abióticos de un ecosistema. El término microbioma se suele utilizar indistintamente con 

microbiota para referirse a una comunidad de microorganismos (por ejemplo, Donkersley et al., 

2018); no obstante, es de mayor aceptación emplear el término microbioma cuando, aparte de 

analizar el ensamblaje de microorganismos, se implementan más herramientas, por ejemplo 

metabolómica, metatranscriptómica y proteómica y se relacionan en conjunto con datos 

ambientales o clínicos del sistema estudiado (por ejemplo, Proctor et al., 2019). 

2.2 RELACIÓN DEL POLEN FLORAL, CORBICULAR Y PAN DE ABEJA CON LA 

NUTRICIÓN DE ABEJAS 

Las abejas adultas y las larvas de A. mellifera poseen dos fuentes de alimentación de origen 

floral: el néctar y el polen. En el polen, los nutrientes que son aprovechables para las abejas 

están en el protoplasma, ya que las paredes protectoras externas del polen no son digeribles 

(Peng et al., 1985). 
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Cuando una abeja forrajera visita una flor, el polen se adhiere a las vellosidades de su cuerpo. 

Acto seguido, la abeja humecta sus patas delanteras con una mezcla de saliva y néctar 

regurgitado, y de este modo amasa el polen y lo empaqueta en sus corbículas, formando 

pequeñas pelotas. A este polen se le conoce como polen corbicular (Figura 1.1).  

La abeja forrajera, una vez que retorna a la colmena, deposita el polen corbicular en una celda 

hexagonal (Figura 1.2); posteriormente, otra abeja obrera se encargará de apelmazarla con más 

pelotas de polen hasta llenar la celda y, finalmente, sellarla con miel. A este polen almacenado 

se le conoce como pan de abeja.  

El pan de abeja es la fuente de proteínas y lípidos tanto para las larvas, como para las abejas 

recién emergidas. La escasez de este recurso puede comprometer seriamente la crianza de 

nuevas abejas. Inclusive, la colmena puede llegar al extremo de canibalizar larvas para asegurar 

la ingesta de proteínas de crías más desarrolladas (Schmickl y Crailsheim, 2001). De continuar 

la escasez, la reina cesa la postura de huevos evitando la producción de más crías 

(Brodschneider y Crailsheim, 2010).  

Figura 1.1. Abeja forrajera de A. mellifera con polen en sus corbículas. Fotografía del autor 
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Existe controversia sobre el efecto que tiene el 

pan de abeja (y su proceso de elaboración) sobre 

la nutrición de A. mellifera. El planteamiento de 

esta idea proviene de los cambios físico-químicos 

que sufre el polen al ser empaquetado, 

almacenado y sellado (Wright, Nicolson y Shafir, 

2017). Además, lo anterior se apoya de trabajos 

con bioensayos que demuestran diferencias 

positivas en la respuesta fisiológica y longevidad 

de abejas obreras recién emergidas de A. 

mellifera alimentadas con pan de abeja y en 

comparación con otras dietas (Cremonez et al., 

1998; Alqarni, 2006). Así mismo, el tiempo de 

almacenamiento parece también influir en la salud 

de las abejas, de acuerdo con Maes et al. (2016) 

que reportan una relación entre polen “añejo” (21 días almacenado) con una mayor mortalidad y  

un desarrollo desigual en las abejas en comparación con el polen fresco (14 días almacenado).  

Contrario a como sucede con la miel (Park, 1925; Oertel et al 1951), el polen no es “madurado” 

por las abejas; por lo que, los mecanismos detrás de las diferencias entre el polen que entra a la 

colmena (corbicular) y el polen almacenado (pan de abeja) aún no son esclarecidos.  

2.3 RELACIÓN DEL POLEN CORBICULAR Y PAN DE ABEJA CON LOS 

MICROORGANISMOS 

Inicialmente se creyó que las diferencias entre el polen corbicular y el pan de abeja eran por un 

enriquecimiento o transformación (es decir, una “mejora”) del polen por la acción de 

microorganismos, principalmente Lactobacillus y levaduras (Chevtchik, 1950; Egorova, 1971; 

Foote, 1957; Gilliam, 1979; Gilliam, 1979b; Pain & Maugenet, 1966). Posteriormente, se 

hipotetizó que las bacterias ácido lácticas de la microbiota intestinal de A. mellifera eran las 

responsables de esta “mejora” (Vásquez & Olofsson, 2009). Sin embargo, se ha postulado que 

la presencia de la microbiota de A. mellifera en el pan de abeja es ocasional; y su posible 

contribución no es sustancial para llevar acabo una transformación de los alimentos (Anderson 

et al., 2013b, 2014b; Corby-Harris, Maes y Anderson, 2014).  

Figura 1.2. Abeja forrajera de A. mellifera 

depositando el polen corbicular en una celda. 

Fotografía de Gerardo Alejandro Díaz Duarte 
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También se ha propuesto que el pan de abeja es una forma de conservar los alimentos, y el 

proceso para almacenarlo, como ensilaje, reduce la actividad microbiológica (Anderson et al., 

2014b). No obstante, estos trabajos se enfocaban únicamente en establecer una relación entre 

el pan de abeja y la microbiota intestinal de A. mellifera. Esto dejó a un lado el posible papel de 

la microbiota fúngica, y además a la microbiota propia del polen. Por lo que no ha sido posible 

esclarecer las dinámicas en términos de la diversidad de la microbiota durante el proceso 

completo; que va desde el polen floral, pasando a empaquetarse en polen corbicular, hasta 

ensilarse en pan de abeja.  

Recientemente, en estudios con otras especies de abejas, se ha descrito una importante relación 

entre el alimento y la microbiota asociada a ese alimento. Dharampal et al. (2019) reportaron que 

los microorganismos presentes en las reservas de polen de la abeja Osmia ribifloris afectan 

fuertemente la adecuación de las larvas. Su experimento consistió en evaluar los efectos de 

dietas esterilizadas a diferentes proporciones (100 %, 90 %, 80 % hasta 0 %). Las larvas 

alimentadas con la dieta completamente estéril (100 %) pesaban 5 veces menos y demoraban 

un 30% más tiempo en desarrollarse, en comparación con la sin esterilizar (0 %). Por otro lado, 

Paludo et al. (2018) demostraron que las larvas de Scaptotrigona depilis necesitan un esteroide 

para desarrollarse. Este esteroide lo obtienen de una levadura del género Zygosaccharomyces, 

que crece utilizando como sustrato la reserva de alimento provista en la celda. En su 

experimento, 71 % de las larvas que consumieron el micelio completaron su desarrollo hasta 

abejas adultas 40 días después; mientras que aquellas sin la levadura sólo tuvieron 8% de pupas, 

las se demoraron más en su desarrollo, y murieron a las 3 semanas, sin poder desarrollarse 

completamente en abejas adultas.  

Ambos trabajos evidencian la importancia de la microbiota en la dieta de otras abejas; y 

demuestran que la ausencia de microorganismos impacta directamente en su desarrollo en 

abejas adultas. Con base en lo anterior, como primer paso para comprender el impacto de la 

microbiota del polen floral en la respuesta fisiológica de A. mellifera es necesario identificar a los 

microorganismos que componen esta microbiota y analizar los cambios que sufre durante este 

proceso. 

 



ANTECEDENTES  

11 

2.4 MICROBIOTA ASOCIADA A LA ABEJA A. MELLIFERA 

2.4.1 BACTERIAS 

Las abejas obreras adultas de A. mellifera poseen una comunidad bacteriana autóctona a lo largo 

de su tracto digestivo, compuesta por cinco filotipos de bacterias. Los filotipos son una manera 

de clasificar a los organismos de acuerdo con similitud genética; en el caso de bacterias es del 

97% de similitud en el gen ARNr 16S (Ellegaard et al., 2020). Los cinco grupos están divididos 

en dos regiones del intestino posterior de A. mellifera. En el intestino posterior, en el íleon se 

encuentra Snodgrassella alvi formando una película densa; encima crece Gilliamella apicola 

forma otra película; descendiendo en el tracto digestivo, en el recto se encuentra la mayor 

densidad de bacterias del intestino, colonizados por los filotipos Lactobacillus Firm4, 

Lactobacillus Firm5 y Bifidobacterium (Moran et al., 2012; Kwong y Moran, 2016). 

También hay otras especies que no son consideradas como exclusivas, pero que se encuentran 

frecuentemente. En el buche melífero es común hallar Lactobacillus kunkeei y Bombella apis 

(Corby-Harris, Maes y Anderson, 2014). En la región del píloro se puede ubicar a Frischella 

perrara, un patógeno oportunista capaz de aumentar su abundancia en condiciones de disbiosis, 

causando cicatrización en el tejido adyacente (Maes et al., 2016).  

2.4.2 REINO FUNGI 

Aún no se establece si existe una microbiota autóctona fúngica en A. mellifera. Lo que se conoce 

es que en el intestino de las abejas obreras, los organismos fúngicos presentes que dominan son 

del el filo de los Ascomicetos (>90%), seguido del filo Basidiomicetos (>6%), y otros grupos que 

representan menos del 1%. Al nivel de género en la mayoría de las abejas obreras domina el 

grupo de Saccharomyces (>97%), pero en las abejas forrajeras la abundancia relativa disminuye 

al 2% y se adquiere una microbiota fúngica más diversa, por lo que podría considerarse como 

cambiante y no exclusiva (Yun et al., 2018). 

2.4.3 OTROS 

Otros microorganismos presentes pueden ser virus, algunos patógenos de abejas como los 

tripanosomátidos Crithidia mellificae. Los virus se consideran más bien de aparición esporádica, 

de acuerdo con un monitoreo de diez meses en veinte colonias migratorias. Se han detectado 69 

virus de diversa taxonomía, entre ellos familias de Dicistroviridae, Iflaviridae, y algunos sin 

clasificación (Runckel et al., 2011). De la familia Dicistroviridae se encuentran los virus que 
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causan la parálisis aguda (CBPV), de celda de reina negra (BQCV); y de Iflaviridae los virus que 

causan alas deformes (DWV) y de la parálisis lenta de las abejas melíferas (SBPV) (Runckel et 

al., 2011). 

2.5 MICROBIOTA DEL POLEN FLORAL 

La mayoría de los estudios que trabajan con microorganismos presentes en la flor, se han 

enfocado al néctar o a la flor completa, pocos han sido los que se enfocan particularmente en el 

polen floral (Aleklett, Hart y Shade, 2014). Por lo que aún falta evidencia para establecer si el 

polen floral posee una microbiota exclusiva, posiblemente por la magnitud metodológica 

necesaria para realizar muestreos a través de las distintas especies de angiospermas, con sus 

respectivas réplicas.  

Una aproximación cercana fue la de Manirajan et al (2018) considerando a los grupos 

compartidos que estuvieran presentes en muestras de polen de Abedul (Betula pendula), 

Centeno (Secale cereale), Canola (Brassica napus), Narciso de Otoño (Colchicum autumnale), 

Avellano de Bruja (Corylus avellana), Endrino (Prunus spinosa), Artemisa (Artemisia vulgaris) y 

Ciruelo rojo (Prunus cerasifera). Los 12 géneros de bacterias identificados más abundantes 

fueron dominados principalmente por Pseudomonas, Rosenbergiella, Bradyrhizobium, y en 

menor proporción Propionibacterium, Caulobacter, Frigoribacterium, Solimonas, 

Corynebacterium, Acidisphaera, Steroidobacter, Acidibacter, Oligoflexus. En un trabajo realizado 

por Junker & Keller (2015) dedicado a explorar la diversidad según el órgano floral, se reportó a 

la familia Enterobacteriaceae como dominante en los estambres de Metrosideros polymorpha. 

También hallaron especies de los géneros Mycobacterium, Lactobacillus, Mycoplana, 

Limmnobacter, Limnohabitans, Bdellovibro, Buchnera, Acinetobacter, Alkanindiges y Lysobacter. 

Heydenreich et al., (2012) reportaron los géneros Bacillus, Micrococcus, Paenibacillus, 

Corynebacterium, Oerskovia, Enterococcus, Staphylococcus, Acinetobacter, Escherichia, 

Rahnella y Pseudomonas en muestras de polen de la especie Phleum pratense. 

Para el caso de la comunidad fúngica, Manirajan et al. (2018) enlistó 33 géneros fúngicos que se 

distribuían más equitativamente en comparación a la comunidad bacteriana, con Cladosporium 

como el más abundante seguido de Aureobasidium, Leptosphaeria, Penicililum, Botrytis, 

Phaeoramularia, Dothiorella, Gibberella, Cryptoccus, Oidium, Microstroma, Alternaria, Taphrina, 

Phoma, Mycosphaerella, Diplodia, Fusarium, Sporobolomyces, Aspergillus, Zymoseptoria, 

Didymella, Phaeosphaeria, Cercophora, Boeremia, Filobasidium, Neoascochyta, Phomatodes, 
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Articulosphora, Scoliciosporum, Dioszegia, Bullera, Stagonospora y Vishniacozyma. Mientras 

que Heydenreich et al. (2012) hallaron mediante medios de cultivos los géneros Penicillium y 

Botrytis en polen de Phleum sp. Así mismo, utilizando medios de cultivo Pozo et al. (2012) 

hallaron los géneros Aureobasidium, Candida, Cryptococcus y Metschnikowia en polen de 

Digitalis obscura y Atropa baetica. 

En contraste con la microbiota de A. mellifera, la microbiota del polen floral tiene una mayor 

riqueza de especies. Un patrón importante de notar es que hay una mayor riqueza de géneros 

fúngicos en comparación con las bacterias. También, por los datos de abundancias relativas las 

comunidades bacterianas, parecen estar dominadas por un grupo de especies, mientras que las 

comunidad fúngica parece estar distribuida más equitativamente (Junker y Keller, 2015). Sin 

embargo, faltan datos de diversidad que puedan dar una medida cuantitativa a esta información, 

ya que la mayoría de la información presentada se reporta en gráficas de abundancia relativa. 

2.6 MICROBIOTA DEL POLEN CORBICULAR 

2.6.1 BACTERIAS 

Con el uso de la identificación genética mediante el gen ARNr 16S y aislamiento en medios de 

cultivo Vásquez y Olofsson (2009) describieron en el polen corbicular la presencia de bacterias 

del género Bifidobacterium, Lactobacillus y de la familia Pasteurellaceae. Los grupos 

identificados mediante métodos independientes de cultivo son: Lactobacillus, Pseudomonas, 

Erwinia, Rosenbergiella y Acinetobacter (Anderson et al., 2014b; Corby-Harris, Maes y Anderson, 

2014; Mauriello et al., 2017; Disayathanoowat et al., 2020). Se puede encontrar algunos 

microorganismos de la microbiota exclusiva del intestino de A. mellifera, pero su presencia es 

ocasional (Anderson et al., 2014b; Corby-Harris, Maes y Anderson, 2014; Disayathanoowat et 

al., 2020). 

Hasta donde se ha descrito, de la microbiota del polen corbicular de A. mellifera no es una 

microbiota estable, sino que está sometida a cambios en su abundancia por factores ambientales 

(Anderson et al., 2014b; Corby-Harris, Maes y Anderson, 2014). En general, la comunidad del 

polen corbicular es más similar a la microbiota del polen floral que a la microbiota de A. mellifera.  

2.6.2 REINO FUNGI 

La información disponible hasta el momento sobre la microbiota fúngica del polen corbicular en 

A. melifera es limitada. A través de medios de cultivo (Kačániová et al., 2011) se han aislado 
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especies del género Mucor, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Rhizopus y 

Penicillum. Recientemente, Disayathanoowat et al (2020) mediante métodos de NGS conocieron 

la proporción relativa de la comunidad fúngica. El grupo dominante es el género Cladosporium 

con una abundancia relativa promedio >50% en todas las muestras; seguido de grupos menos 

abundantes como Botrytis (6.21%), un grupo no identificado de la familia Sclerotiniaceae (4.49%), 

un grupo del orden Trichosphaeriales (3.19%), Penicillium (2.55%), Aspergillus (2%) y Alternaria 

(1.93%). En este caso también la comunidad de polen corbicular es similar al polen floral en 

comparación con la microbiota de A. mellifera. 

2.7 MICROBIOTA DEL PAN DE ABEJA 

2.7.1 BACTERIAS 

En los primeros trabajos de bioprospección microbiológica, los microorganismos eran aislados 

empleando medios de cultivo y se identificaban mediante morfología y respuestas bioquímicas 

(Wickerham 1951, Gordon et al 1973). Con esta metodología, las comunidades bacterianas del 

pan de abeja producido por A. mellifera se identificaron representativamente por dos grupos: 

Lactobacillus y Pseudomonas (Chevtchik, 1950; Egorova, 1971; Foote, 1957; Gilliam, 1979a; 

Pain & Maugenet, 1966). Con el uso de herramientas moleculares para la identificación genética, 

como la secuenciación del gen que codifica el ARNr 16S, Vásquez y Olofsson (2009) detectaron 

especies de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y de la familia Pasteurellaceae. Por su 

parte, Anderson et al. (2013b) aislaron del pan de abeja Lactobacillus, Acinetobacteria, 

Firmicutes, Halomonadaceae, Clostridium, Parasaccharibacter, Xanthomonadales, 

Bacteriodetes, Enterobacteriaceae y Betaproteobacteria. 

Los estudios que utilizan “metodologías independientes de medios de cultivo”, es decir que 

omiten el cultivo de microorganismos y extraen directamente el ADN,  reportan algunos géneros 

en común; pero pueden tener, por variaciones metodológicas, distintas proporciones relativas 

además de otros taxones nuevos. Anderson et al. (2014) reportaron la comunidad bacteriana 

identificada en muestras de pan de abeja producido por A. mellifera en distintas estaciones del 

año. En sus resultados hallaron especies pertenecientes a: Acetobacteraceae, Actinobacteria, 

Parasaccharibacter, Bacilliales, Bacteriodetes, Burkholdariales, Enterobacteriales, 

Lactobacillales, Lactobacillus kunkeei, Pseudomonadales, Rhizobiales, Rhodobacterales, 

Sphingomonadales, Xanthomonadales. Por otro lado, en el estudio de Donkersley et al. (2018) 

hallaron especies pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Arsenophonus, Orbus, 



ANTECEDENTES  

15 

Lactobacillus, Erwinia, Acinetobacter, Saccharibacter, Raoultella, Tatumella, Massilia y 

Sphingomonas. Recientemente, Disayathanoowat et al. (2020) detectaron la presencia de 

especies pertenecientes a los géneros Rosenbergiella, Paracoccus, Pantoea, Buttiauxella, 

Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia-Shigella y especies de la microbiota autóctona del 

tracto digestivo de A. mellifera.  

En cuanto a la composicion de las comunidades bacterianas del pan de abeja en comparación 

con el polen corbicular; Anderson et al. (2014) concluyeron que no existen diferencias. Mientras 

que Disayathanoowat et al. (2020) encontraron que las comunidades sí son distintas en cuanto 

a las proporciones relativas, pero no encontraron diferencias significativas en los análisis de 

diversidad en las comunidades de ambos tipos de polen.  

2.7.2 REINO FUNGI 

Mediante el uso de medios de cultivo se han aislado levaduras y hongos del pan de abeja. En 

1979 Gilliam realizó el trabajo de resumir, junto con sus resultados, los géneros encontrados 

hasta ese momento mediante el uso de aislamiento en medios de cultivo, los géneros Candida, 

Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Metschnikowia, Rhodotorula, Saccharomyces, 

Torula, Torulopsis y Zygosaccharomyces (Gilliam, 1979). Recientemente, Portillo (2016) 

identificó a las levaduras Candida, Kodamaea, Metschnikowia y Zygosaccharomyces mediante 

la combinación de los métodos de genética y aislamiento en medios de cultivo. 

Hasta este momento, existe un estudio que empleando el método independiente de cultivo, ha 

identificado y analizado la diversidad de la comunidad fúngica (Disayathanoowat et al., 2020) 

asociada al el pan de abeja producido por A. mellifera; en este trabajo se reportó a Cladosporium 

como género dominante, seguido por Botrytis, Rhodosporidium, Penicillium, Aspergillus y 

Alternaria. 

En general, se puede observar que las comunidades del polen corbicular y el pan de abeja son 

similares a las comunidades descritas en el polen floral. Sin embargo, es importante resaltar que, 

aunque se han catalogado los géneros microbianos presentes, la mayoría de los estudios no 

profundiza en analizar la estructura de la comunidad y algunos pasan por alto los análisis de 

diversidad.  

Aún falta por describir más a fondo los cambios que puedan existir las dos comunidades de estas 

dos etapas del polen, dado que parecen similares, pero por el cambio de un sistema abierto (en 
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la flor, expuesta a más insectos) a un sistema cerrado (como lo es una colmena), se esperaría 

que estas comunidades tengan cambios que, aun no han sido descritos en su totalidad. 
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2.8 PRINCIPALES METODOLOGÍAS PARA EL ESTUDIO DE LA MICROBIOTA 

Generalmente, los estudios que requieren analizar la microbiota presente en una muestra lo 

hacen mediante la extracción del ADN, seguido de la amplificación y secuenciación de genes 

específicos. Por último, con herramientas bioinformáticas se identifican a los organismos 

comparando las secuencias obtenidas contra la información de una base de datos de referencia.  

Existen dos aproximaciones que varían dependiendo de la proveniencia del ADN extraído. La 

primera, se conoce como secuenciación Sanger (Sanger, Nicklen y Coulson, 1977) y trabaja con 

muestras de ADN que son extraídas de, lo que se presume es, una sola especie aislada en un 

cultivo in vitro. Por otro lado, la segunda emplea la secuenciación de nueva generación (NGS: 

por sus singlas en inglés) que se conoce como secuenciación dirigida (en inglés: amplicon 

sequencing, targeted sequencing, marker sequencing), y trabaja muestras complejas 

conteniendo ADN de múltiples especies. Los genes más utilizados para ambas aproximaciones 

son el 16S ARNr para bacterias y la región espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal 

(ITS) para el reino fungi (Goodrich et al., 2014).  

2.8.1 ESTUDIOS UTILIZANDO CULTIVOS IN VITRO Y SECUENCIACIÓN SANGER 

La secuenciación Sanger (Sanger, Nicklen y Coulson, 1977) es aún vigente según los objetivos 

y alcances de cada estudio. Para este flujo de trabajo, el ADN debe provenir de una sola fuente, 

por lo que los microorganismos deben ser aislados del ambiente y separados por especies. Para 

lograrlo, la muestra se cultiva en medios enriquecidos; posteriormente, se realizan cultivos puros 

mediante resiembras, y se extrae el ADN para amplificar un gen (16S o ITS) para identificar a la 

especie incógnita. Así, cada especie aislada requiere su propia resiembra, extracción e 

identificación.  

Una ventaja de la secuenciación Sanger es el amplio fragmento que puede secuenciarse, de 

hasta >1,000 pb con menos del 1% de error (Shokralla et al., 2012); además, el organismo 

aislado puede ser mantenido en cultivos para posteriores análisis.  

La mayor desventaja de esta metodología es que los medios de cultivo pueden, por diferencias 

al ambiente en donde se obtuvo la muestra, cambiar la estructura de la microbiota al beneficiar 

o desfavorecer a ciertos grupos. Las diferencias pueden ser de distinta naturaleza, por ejemplo: 

en requerimientos nutricionales específicos, la presencia o ausencia de oxígeno, activando o 

exacerbando antagonismo por competencia por nutrientes disponibles en el medio, 
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desarticulando relaciones mutualistas, por mencionar algunos de los factores. Por ende, no todos 

los microorganismos presentes en una muestra son cultivables (Shade et al., 2012); bajo este 

esquema, los datos se ciñen a aquellos microorganismos que se logren cultivar. Otra desventaja 

es la escalabilidad, debido a que una muestra puede contener de cientos a miles de especies; 

tener que realizar todo el flujo de trabajo individualmente por cada especie puede ser costoso en 

tiempo y recursos (Hajibabaei et al., 2011). Una alternativa para masificar este procedimiento es 

el uso de la secuenciación de nueva generación (NGS). 

2.8.2 ESTUDIOS UTILIZANDO SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN 

Con la llegada de las NGS fue posible secuenciar con ADN directamente de la muestra (shotgun 

sequencing) o de productos de PCR (amplicon sequencing). En resumen, la mayor ventaja de 

esta tecnología es el poder secuenciar en paralelo desde miles, hasta decenas de millones de 

secuencias por muestra; lo cual permite capturar una imagen más cercana de la estructura de la 

microbiota en su ambiente.  

Sin embargo, las tecnologías NGS no están exentas de desventajas; la mayor es que la 

diversidad captada puede estar sesgada, debido a que los pasos del flujo de trabajo (extracción 

de ADN, amplificación por PCR) se inclinan algunos grupos taxonómicos sobre otros (McLaren, 

Willis y Callahan, 2019) o por los errores con los que operan los secuenciadores (errores de 

secuenciación, composicionalidad y variación en tamaño de librerías, es decir, el número total de 

lecturas por muestra).  

De los pasos en el flujo de trabajo, el que mayor puede causar variación en la diversidad captada 

es el protocolo de extracción de ADN (Costea et al., 2017). Un factor importante es que las 

membranas de algunos grupos son fácilmente lisadas, mientras que otros requieren de mayor 

fuerza mecánica o química (Bürgmann et al., 2001); fallar en la lisis puede hacer más o menos 

eficiente el rendimiento de ADN obtenido (Carrigg et al., 2007). Se ha demostrado que estas 

diferencias pueden influir en los resultados de la secuenciación (Temperton et al., 2009). 

Además, la adherencia de los microorganismos a relieves o porosidades (como sucede con el 

polen) puede dificultar la accesibilidad a las células para ser lisadas (Nunan et al. 2003).  

Los cebadores elegidos para amplificar el gen seleccionado son otra fuente de variación, debido 

a que suelen ser más afines a ciertos grupos; lo cual puede llevar a no representar 

completamente (incluso excluir) a algunos grupos específicos (Hamady y Knight, 2009). 

También, durante la amplificación por PCR se pueden formar quimeras, cuando un fragmento de 
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una secuencia incompleta durante la etapa de extensión, funciona como cebador en el siguiente 

ciclo formando una secuencia artificial sin sentido biológico (Haas et al., 2011). A su vez, los 

errores de secuenciación pueden generar quimeras (Kunin et al., 2010). En los primeros reportes 

estas secuencias quiméricas eran difíciles de distinguir de la verdadera variación biológica 

(Brown et al., 2015; Tedersoo et al., 2010), por lo que se interpretaban erróneamente como 

nuevas especies, alterando las estimaciones de la diversidad (Dickie, 2010). Afortunadamente, 

se han desarrollado herramientas bioinformáticas que ahora pueden detectar y eliminar 

adecuadamente la mayoría de las quimeras (Callahan et al., 2016).  

Otra fuente de variación radica en el número de copias que poseen los microorganismos del gen 

de interés amplificado. Por lo que, cierta variación calculada en la abundancia relativa puede 

explicarse tanto por los organismos en sí, como por la variación en el número de copias que 

poseen del gen secuenciado (Kembel et al., 2012).  

Adicional a los factores mencionados, la variación en resultados también puede deberse a que 

el secuenciador genera datos composicionales (Gloor et al., 2016). Los datos composicionales 

son aquellos que por su naturaleza son proporciones y están sujetos a sumar un valor constante; 

lo relevante es que únicamente informan de la magnitud relativa de las partes que componen el 

conjunto de datos (Aitchison, 1994); a continuación se explica con más detalle. Para el caso de 

los datos NGS, el secuenciador tiene un total predefinido de secuenciaciones a realizar (es decir, 

número de lecturas fijo). Entonces, el número de lecturas de cada taxón/OTU/ASV corresponde 

a: su proporción multiplicada por el valor constante del número total de lecturas realizadas por el 

secuenciador para esa muestra. Así, las secuencias del taxón/OTU/ASV de la muestra original 

pierden relación con su valor absoluto; y el número de lecturas asignado representa un 

numerador arbitrario con denominador impuesto por el secuenciador para esa muestra. En este 

sentido, el número de lecturas asignadas a un taxón/OTU/ASV no es relevante biológicamente. 

A pesar de estas desventajas, las NGS son un gran avance para la exploración de la diversidad, 

al tener mayor alcance para capturar la presencia de microorganismos no cultivables (Shade et 

al., 2012). Actualmente existen análisis estadísticos (Jiang et al., 2019) y técnicas (Harrison et 

al., 2020; Jian et al., 2020) para corregir los problemas causados por la composicionalidad. 

2.9 ANÁLISIS DE LA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA 

Conceptualmente la diversidad integra tres componentes: riqueza, equidad y disparidad (Daly, 

Baetens y De Baets, 2018). La riqueza (S) es el número total de especies presentes en un 
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ambiente. La equidad es una medida de uniformidad en la distribución de las abundancias de las 

especies; mientras más homogénea, más equitativa es la comunidad. La disparidad es una 

medida de que tan similares son las especies; se refiere por ejemplo a que una comunidad de 

seis especies de distinta clase taxonómica es más diversa que una comunidad de seis especies 

del mismo género. La diversidad, no posee un valor absoluto que pueda atribuírsele y puede 

medirse con cualquier formulación que considere uno o varios aspectos de una comunidad 

(Shade, 2017). Por lo tanto, la diversidad que se reporta es relativa y sujeta al método con el que 

se mide; por lo cual, es importante precisar que métricas se emplean a fin de evitar 

malinterpretaciones en las conclusiones alcanzadas sobre la comunidad estudiada (Shade, 

2017).  

En general, los cambios en la microbiota se evalúan midiendo cambios en su diversidad alfa (α) 

y diversidad beta (β) (Figura 3); utilizando AVS’s/OTU’s como un aproximado a especies. La 

diversidad alfa mide la diversidad entre muestras y puede ser comparada por grupos; por ejemplo 

comparando S en grupos control contra tratamiento. La diversidad beta se refiere a la medida de 

disimilitud entre dos o más muestras y se suele presentar mediante gráficos; pero también 

existen estimaciones cuantitativas.  

2.9.1 CONSIDERACIONES PARA ANALIZAR LOS DATOS DE DIVERSIDAD  

Para las estimaciones de la riqueza de especies (S) se utilizan dos tipos de datos: datos de 

incidencia y datos de abundancia (Gotelli y Colwell, 2011). A partir de esta información se 

Figura 1.3. Representación gráfica de la diversidad alfa, beta y gamma. La diversidad alfa se limita a 

un ambiente definido. La diversidad beta, es la disimilitud que existe entre dos ambientes. La diversidad 

gama es la diversidad global. 
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generan matrices de datos, en el caso de ecología microbiana se conocen como tablas de 

abundancia de OTU’s. Las consecuencias de este esquema tienen implicaciones profundas en 

los supuestos con los que se estiman las métricas de diversidad (Gotelli y Colwell, 2011). Por 

ejemplo, los datos de abundancia asumen que los muestreos son con remplazo, es decir: los 

individuos son observados de la población sin ser removidos o colectados, de otra forma si son 

colectados o removidos sus proporciones en la muestra original no cambian. Este es un 

escenario poco realista si se considera la composicionalidad de los datos NGS, donde las 

proporciones siempre están sujetas a cambio. 

2.9.2 EL PROBLEMA DE DEFINIR ESPECIE EN ECOLOGÍA MICROBIANA 

Stackebrandt & Goebel (1994) propusieron que una “especie” bacteriana se define con base en 

la identidad molecular del 97% en el gen ARNr 16S. Poco después, con los avances en la 

secuenciación fue necesaria una definición taxonómica de lo que aún no estaba identificado, 

para poder realizar comparaciones entre distintos estudios. Fue así que comenzaron a definirse 

las unidades operaciones taxonómicas o OTU’s (por sus siglas en inglés) a principios del año 

2000 (Bohannan y Hughes, 2003). Así, los OTU’s fueron la entrada de la microbiología a los 

análisis de diversidad con el supuesto de que un OTU es considerado como un nivel taxonómico 

cercano a “especie” (Hughes et al., 2001; Hill et al., 2003).  

Poco después, con la pyrosecuenciación 454 fue posible explorar con más profundidad las 

comunidades microbianas; sin embargo, el costo de este avance fue alto para las estimaciones 

de diversidad, ya que por los errores de secuenciación se inferían hasta seis veces más OTU’s, 

sobre estimando la diversidad real. Posteriormente, se reportó que había un factor de error del 

0.2% introducido por la PCR; y la agrupación de OTU’s al 97% “absorbía” la mayoría de los 

errores mejorando así los datos y resultados del análisis de la diversidad (Kunin et al., 2010). De 

tal forma que continuaron los reportes con enormes estimaciones de riqueza (S) de OTU’s con 

curvas de rarefacción proyectando aún más riqueza no capturada; y así fue que se concluyó que 

existía una “biósfera rara” (Welch y Huse, 2011). No obstante, la crítica aterrizó sobre los análisis 

de diversidad, con demostraciones en errores de hasta un orden de magnitud en la estimación 

de la riqueza (S) utilizando curvas de rarefacción y estimadores no-paramétricos; se ligó el 

problema, de nuevo, a los OTU’s raros (Dickie, 2010; Haegeman et al., 2013).  

El problema recae en clasificar las secuencias únicas (llamadas singletons) en: OTU’s raros con 

sentido biológico o en secuencias artificiales (Tedersoo et al., 2010; Brown et al., 2015). Aunado 
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al problema anterior, los OTU’s cambian según los diferentes programas de agrupación (Sun et 

al., 2012), agregando más incertidumbre a la estimación de la riqueza según el número de OTU’s 

agrupados. Los algoritmos de agrupación de OTU’s podían tener diferencias de hasta dos 

órdenes de magnitud para la misma base de datos (Kopylova et al., 2014). Sin una resolución de 

“especie”, que además estaba en constante cambio según la metodología empleada, los análisis 

de diversidad carecían de sentido comparativo y reproducibilidad.  

Para que los resultados de diversidad reflejen un sentido biológico y no ser un resultado artificial, 

es importante: a) eliminar los errores de secuenciación, b) que la agrupación sea lo más fiel 

posible a la verdadera variación biológica y no sujeta a la similitud de los datos. 

2.9.3 DIVERSIDAD ALFA 

Medir la diversidad cobra sentido ecológico cuando está en un contexto comparativo, por 

ejemplo, en los cambios de una comunidad a través de una perturbación o gradiente (Shade, 

2017). Un primer paso para evaluar los cambios o diferencias entre comunidades es analizar la 

diversidad alfa. Para ello, se utilizan métricas que reflejan aspectos de riqueza y equidad.  

En general, las métricas se clasifican en estimadores de riqueza de especies e índices de 

diversidad basados en las abundancias proporcionales de las especies; estos últimos pueden 

ser subdivididos según si son mayormente influenciados por dominancia o por equidad 

(Magurran, 2004). La mayoría de estas métricas fueron adoptadas de la macroecología (Hill et 

al., 2003), y tienen problemas al ejecutarse bajo la estructura de datos de la NGS. A pesar de 

ello, siguen empleándose indistintamente al estar integradas por defecto en paquetes 

estadísticos o de análisis de datos (Willis & Martin, 2020).  

Una noción importante es que los índices de diversidad no son sinónimo del concepto de 

diversidad; más bien son abstracciones de una propiedades de la diversidad que se reflejan en 

un valor, el cual puede estar dado en escalas y magnitudes únicas para ese índice. Por ejemplo, 

el índice de diversidad Shannon (Shannon, 1948) es una medida de entropía y el índice Simpson 

(Simpson, 1949) representa una probabilidad. En este sentido, entre ellos no son comparables 

ni representan lo mismo; aunque por lo general, se recomienda utilizar el promedio de los valores 

obtenidos de cada muestra (Knight et al., 2018).  

Otro problema relacionado con los índices es que son no tienen linealidad con las abundancias 

de las especies. Por ejemplo, si un investigador mide el efecto de un antibiótico de amplio 
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espectro sobre una comunidad de 100 OTU’s en igual abundancia. Como efecto del tratamiento 

se eliminan el 50% OTU’s sin afectar sus proporciones. Si el investigador utilizara el índice Gini-

Simpson como referencia del antes y después de aplicar el tratamiento, el resultado es que el 

valor cambia de 0.99 a 0.98. Los resultados obtenidos en el ejemplo pueden llevar a concluir al 

investigador que los tratamientos no tuvieron un efecto significativo; por esta razón, es importante 

seleccionar un índice de diversidad adecuado que refleje las suposiciones o condiciones que se 

desean estudiar de la comunidad (Morris et al., 2014). 

Una forma para resolver este problema de interpretación y linealidad es el uso del número 

efectivo de especies, o conocido como: los números de Hill (Hill, 1973). Los números de Hill 

proveen una medida en unidades de especies, y la sensibilidad a las especies raras puede ser 

modulada a través del parámetro q que se conoce como “orden de la diversidad” (Jost, 2006). El 

valor q = 0 es la riqueza de especies, y no considera abundancias; el nivel q = 1 es el exponente 

de la entropía de Shannon y mide a todas las especies por su abundancia sin favorecer a raras 

o dominantes; por último el valor q = 2 es el equivalente al índice Gini-Simpson y pone más peso 

sobre las especies abundantes. La interpretación de un valor de número efectivo de especies es: 

el número de OTU’s igualmente abundantes que se necesitarían para el mismo valor de 

diversidad.  

Así mismo, es importante considerar que cuando un investigador realiza un muestreo de N 

individuos, puede no capturar todas las especies presentes en el ambiente (es decir, la riqueza 

S), y lo que obtiene es grupo de especies observadas (Ŝ). Calcular de manera directa índices de 

diversidad sobre Ŝ como si se tratase de S, lleva consigo un sesgo, aunque pocas veces se 

considera (Willis, 2019b).  

2.9.3.1 ESTIMADORES DE RIQUEZA DE ESPECIES 

La riqueza (S) es la métrica más simple de los componentes de diversidad, y se define como el 

número total de diferentes taxones (del mismo nivel) presentes en un ambiente. La riqueza, a 

pesar de ser la métrica más simple, tampoco es un sinónimo de diversidad ya que no toma en 

cuenta la equidad. Como consecuencia, la riqueza es inconcreta como estimador de diversidad 

porque asume que todas las especies tienen la misma abundancia. Para ilustrar lo anterior 

pensemos que: un OTU con una abundancia de 5 individuos se espera contribuya menos al 

ecosistema, que uno con 10,000 individuos.  
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Como se mencionó al final de la sección anterior, pocas veces obtenemos toda la riqueza y por 

ello es necesario estimarla con los datos que se tienen disponibles. Es decir, S = f0+f1+f2+f3+f4…fx 

donde f1 = OTU’s observados una vez o singletons, f2 = OTU’s observados dos veces o 

doubletons y así sucesivamente; de tal modo que se busca predecir f0 = los OTU’s no observados 

a partir de Ŝ = f1+f2+f3+f4…fx.  

En macroecología existen varias métricas para de estimar la riqueza de especies (Gotelli y 

Colwell, 2011); y se dividen en estimadores paramétricos y no-paramétricos. Las principales 

métricas adoptadas en microbiología fueron: el estimador no-paramétrico Chao1 de Chao (1984) 

y las curvas de rarefacción propuestas por Sanders (1968) (Hughes et al., 2001; Hill et al., 2003; 

Lozupone y Knight, 2008; Hamady y Knight, 2009; Engel et al., 2013; Bálint et al., 2016).  

Sin embargo, la estimación de la riqueza también está sujeta a los errores relacionados con el 

manejo de datos de NGS. Uno de los principales problemas es que existe una correlación positiva 

entre la profundidad de secuenciación (N) y la riqueza de especies observadas (Ŝ) (Haegeman 

et al., 2013; Paulson et al., 2013). No obstante, contrario a lo que sucede en la naturaleza, esta 

relación es artificial y tiene explicación por la generación de errores (en su mayoría singletons) 

conforme aumenta la profundidad de secuenciación (Dickie, 2010; Chiu y Chao, 2016). El 

verdadero número de OTU’s “raros” debe disminuir conforme se aumenta el muestreo, no 

aumentar como sucede con los datos de secuenciación (Chiu & Chao, 2016). Lo anterior supone 

un problema para determinar si la presencia de muchos OTU’s “raros” es por un muestreo 

incompleto o un artificio del proceso de secuenciación. De modo que, en metodologías de NGS’s 

el concepto de rareza depende del muestreo (número de lecturas de una secuencia), en 

contraste al concepto ecológico de rareza que es independiente del tamaño de muestra 

(Haegeman et al., 2013; Willis, 2016).  

Los estimadores no-paramétricos para estimar la riqueza (S), como el Chao1 (Chao, 1984), se 

emplean para no depender del tamaño de muestra o número de lecturas (N) ya que consideran 

únicamente los datos observados (Ŝ) de la comunidad. Sin embargo, los estimadores no-

paramétricos se calculan bajo el supuesto de que las especies tienen abundancias homogéneas 

y por lo tanto, sufren de un sesgo si este supuesto no se cumple. Por esta razón se les conoce 

como estimadores del límite inferior de la riqueza (S) (Bunge, Willis y Walsh, 2014). El problema 

con estos estimadores surge de su dependencia de los singletons en su formulación; por ejemplo, 

el estimador Chao1 (Chao, 1984) en su fórmula  = Ŝ + f21 / (2 f2). Por ende, pueden sobreestimar 

la riqueza a causa de singletons (Dickie, 2010; Haegeman et al., 2013; Chiu y Chao, 2016).  
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El programa breakaway (Willis & Bunge, 2015) es una alternativa conceptual en la estimación 

paramétrica; ya que no se modelan los resultados, si no la forma en la que son generados 

mediante relaciones de frecuencia. Rocchetti et al. (2011) demostraron que cuando se grafican 

las relaciones de frecuencia como función de frecuencia, los datos con estructura de 

observaciones y frecuencia siguen una estructura que se puede ajustar un modelo de regresión 

lineal; entonces, se puede obtener estimado con intervalos de confianza de los OTU’s no 

observados. Además breakaway tiene las ventajas de utilizar todos los datos de frecuencia, y 

también genera intervalos de confianza. No obstante, también es sensible a la frecuencia de los 

singletons. 

La forma de trabajar con singletons es compleja por las razones mencionadas. Idealmente se 

deberían corregir desde su creación o realizar ajustes estadísticos. Por ejemplo, el software de 

DADA2 (Callahan et al. 2016) filtra los singletons y se mantienen solo si logran un consenso entre 

múltiples muestras, además reemplaza a los OTU’s por variantes de secuencia del amplicón 

(ASV’s por sus siglas en ingles); los cuales son más precisos al determinar especies. Chiu & 

Chao, (2016) desarrollaron un estimador de ḟ1 a partir de f2, f3, y f4. Mientras que breakaway tiene 

una opción para predecir ḟ1 a partir de f2 (Willis, 2016b). La selección del método de riqueza no 

es trivial, y requiere comprender conceptualmente la diversidad así como también las limitantes 

inherentes al manejo de datos NGS. 

2.9.3.2 ÍNDICES DE DIVERSIDAD 

Además de la riqueza (S), la equidad es un componente importante de la diversidad. La equidad 

es la métrica que mide la uniformidad en la distribución de las abundancias de las especies. 

Reiterando el ejemplo antes mencionado; se espera que un AVS’s/OTU’s con una abundancia 

de 5 individuos contribuya menos al ecosistema, que uno con 10,000 individuos. Los índices de 

diversidad integran la riqueza (S) y la equidad. Esta última se emplea en forma de abundancias 

relativas p = (p1,p2...pS). A continuación se presentan los índices más comunes utilizados en 

ecología microbiana (Engel et al., 2013; Nelson et al., 2014; Jo, Oh y Park, 2020) 

Entre los índices más comunes en los estudios de diversidad microbiana está el índice de 

diversidad Shannon (H’) (Shannon, 1948). Es una medida de entropía (por eso también llamado 

entropía de Shannon) que expresa qué tan desordenado es un sistema, y da peso a los 

elementos más comunes que a los raros (Daly, Baetens y De Baets, 2018). Otra forma de 

interpretarlo es como la medida de incertidumbre en un muestreo: es más difícil predecir la 
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presencia de una especie en un sistema diverso que en un sistema más simple. Su fórmula es 

la siguiente: 

Η′ =  − ∑ 𝑝𝑖  ln(𝑝𝑖)

𝑆

𝑖=1

 

El índice de Simpson (Simpson, 1949) es una medida de probabilidad y toma valores en un 

intervalo 0 a 1. El índice expresa la probabilidad de que en un muestreo con remplazo de N, dos 

individuos representen la misma especie. Su fórmula es la siguiente: 

𝐷 = ∑ 𝑝𝑖
2

𝑆

𝑖=1

 

Sin embargo, no es un índice muy intuitivo ya que los mayores valores representan menor 

diversidad. Por ello, se han derivado otras formulaciones que también son comúnmente 

utilizadas. La más común es el índice de diversidad Gini-Simpson (D1) o la probabilidad de 

encuentro interespecífico (PIE por sus siglas en inglés). Y es el complemento de la formulación 

original, y por tanto expresa la probabilidad que dos individuos representen diferentes especies. 

Su fórmula es la siguiente: 

𝐷1  = 1 − 𝐷 

También otra forma común es el índice Simpson de dominancia (D2), que es el reciproco de la 

fórmula original y pone más peso en las especies comunes que en las raras. Su fórmula es la 

siguiente: 

𝐷2  =  
1

𝐷
 

Es común encontrar el nombre “índice Simpson” para estas distintas formas de la ecuación 

original, y es importante señalar cual es la que se está empleando, pues su interpretación es 

distinta. El índice de Simpson (D1) ocasionalmente es utilizado como una medida de equidad 

(Daly, Baetens y De Baets, 2018). Sin embargo, para que esto se cumpla se debe eliminar la 

dimensión de la riqueza S.  

Menos frecuente en uso, pero también muy informativo es la diversidad filogenética de Faith (en 

inglés: Faith’s PD). La diversidad filogenética de Faith  (Faith, 1992) es el único índice que 
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incorpora una medida de disparidad. En esencia, es la suma de las longitudes de las ramas de 

un árbol filogenético que conecta a todas las especies de una comunidad (Faith, 1992). Esta 

medida provee de la noción de que tan distantes o cercanos están los grupos; ya que los índices 

anteriores no dan idea de si son grupos cercanos, por ejemplo, pertenecientes al mismo género. 

Así, comunidades con grupos menos semejantes se consideran más diversos. Sin embargo, no 

es tan preciso cuando se utiliza con secuencias de ITS debido a la alta variabilidad en tamaño 

que esta región tiene entre especies; como consecuencia puede llevar a un árbol filogenético 

impreciso.  

Abordando el problema de linealidad e interpretación, a continuación se presentan las fórmulas 

para transformar los índices de diversidad en números efectivos de especies o números de Hill. 

Ya que los índices de diversidad comparten similar estructura en su fórmula, se puede explotar 

característica para conjuntarlas según se ajuste el parámetro q. Esta familia de índices está dada 

por: 

𝐷
𝑞

= (∑ 𝑝𝑖
𝑞

𝑆

𝑖=1

)

1/(1−𝑞)

 

Para q = 0 la ecuación es equivalente a la riqueza (S), y pone énfasis en las especies raras al 

mediarlas por igual. La fórmula es: 

𝐷0 = ∑ 𝑝𝑖
0

𝑆

𝑖=1

= 𝑆 

Mientras que para q = 2 la ecuación representa el índice Simpson de dominancia (D2), y pone 

énfasis en las especies más comunes. La fórmula es: 

𝐷2 = 1/ (∑ 𝑝𝑖
2

𝑆

𝑖=1

)  = 𝐷2 

El punto relevante es en q = 1, que es equivalente al índice de Shannon y mide el desorden de 

un sistema, por lo tanto, está más inclinado a las especies comunes que las raras; pero al 

transformar a su exponencial provee de una medida sin énfasis en ningún grupo en particular y 

puede entonces medir a las especies de acuerdo con su abundancia, sin ningún sesgo (Daly, 

Baetens y De Baets, 2018). La fórmula es: 
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𝐷1 = 𝑒𝑥𝑝 (− ∑ 𝑝1ln 𝑝1

𝑆

𝑖=1

) =  log(𝐻′) 

Con estas transformaciones es posible hacer comparaciones más adecuadas de los cambios 

que tiene la microbiota en el gradiente, en términos de cambios en qD de los AVS’s/OTU’s. 

Sin embargo, las estimaciones de los índices de diversidad están sesgadas por la riqueza de 

especies no observadas en las muestras, de las cuales se cuenta con las abundancias relativas. 

Además de la varianza entre las muestras. Existen dos formas de resolver este problema; la 

primera es construir curvas de rarefacción (rarificar), para igualar el esfuerzo de muestreo (N) 

con sus problemas anexos (McMurdie y Holmes, 2014; Amy D. Willis, 2019).  

La segunda forma es ajustar el efecto de la varianza según N y también estimar las especies no 

observadas (f0) para precisar las estimaciones de los índices. Lo anterior se puede lograr con 

programas dedicados a la estimación de la diversidad. Otra alternativa es calcular los índices de 

diversidad a partir de una red ecológica con el programa DivNet (Willis y Martin, 2020). En 

síntesis, el programa permite que las muestras compartan información, y por tanto puedan 

describir la diversidad a un nivel de “ambiente”. Así, las réplicas experimentales u observaciones 

independientes del mismo ambiente contribuyen a la diversidad del ambiente. Con este modelo 

se determina qué tanto la variable independiente predice un resultado y el efecto de las 

covariables sobre la varianza. Para el caso de este trabajo, se pueden hacer dos modelos para 

el efecto del almacenamiento (pan de abeja) con la hipótesis nula de homogeneidad en la 

diversidad de la microbiota (H0: 
qDPolen Corbicular = qDPan de abeja).  

2.9.4 DIVERSIDAD BETA 

Cuando la diversidad se proyecta a un espacio o conjunto, se pueden diferenciar o determinar 

distintas comunidades. Por ejemplo, en la microbiota intestinal de A. mellifera; la comunidad del 

buche es diferente a la comunidad del intestino posterior. Para tal caso, se puede medir la 

diversidad alfa de estos dos ambientes, y en conjunto, estos dos ambientes forman una entidad 

con una diversidad total conocida como: diversidad gama (γ); para este caso, la diversidad del 

tracto digestivo de A. mellifera. La relación entre la diversidad del tracto digestivo (gama) y la 

diversidad del intestino posterior (alfa), son las diferencias entre la diversidad (alfa) de la 

comunidad del buche. Estas diferencias, son la diversidad beta, o la diversidad entre 

comunidades (Figura 1.3) (Daly, Baetens y De Baets, 2018). 
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Generalmente, las diferencias se miden a través de matrices de disimilitud entre las muestras, y 

son la base de los análisis subsecuentes. Hay dos formas de calcular las matrices; la primera es 

conocida como UniFrac e integra información filogenética, con o sin datos de abundancia 

(weighted/unweighted) (Lozupone et al., 2011). No obstante se ha reportado como poco precisa 

cuando los datos son rarificados (Wong, Wu y Gloor, 2016) ya que cambian drásticamente por la 

ausencia o presencia de taxones raros. Por otro lado, cuando se utilizan datos sin normalizar la 

diferenciación esta sesgada por la abundancia y no la filogenia, esto debido a que ignora los 

cambios en las proporciones de ASV’s/OTU’s si no son abundantes, y por el contrario cambia si 

están en alta proporción independientemente de las diferencias entre las dos comunidades 

(Gorvitovskaia, Holmes y Huse, 2016; Wong, Wu y Gloor, 2016). Por último, comparte las 

dificultades del estimador de diversidad filogenética de Faith respecto a las secuencias ITS.  

La segunda forma de crear matrices de disimilitud es mediante un coeficiente de asociación, el 

cual calcula la similitud o disimilitud entre objetos o variables (Ramette, 2007). Existen más de 

quince coeficientes de asociación para medir la diversidad beta y generalmente se les puede 

dividir por dos propiedades: a) si son binarios (presencia/ausencia) o incorporan abundancias, b) 

si incluyen el número de especies ausentes entre ambas comunidades (se denota como e) 

(Anderson et al., 2011). Los coeficientes de asociación más populares en estudios de ecología 

microbiana son Bray-Curtis, Jaccard, distancia Euclidiana y Jensen-Shannon (Kuczynski et al., 

2010; Hugerth y Andersson, 2017). Sin embargo, la mayoría de los coeficientes de asociación no 

contemplan los problemas de trabajar con las tablas de ASV’s/OTU’s, principalmente por la 

composicionalidad de los datos y las matrices dispersas, y deben ser adaptados para funcionar 

de manera óptima (Gloor et al., 2017).  

Cada uno de los coeficiente de asociación tiene su propia formulación y enfatiza distintos 

aspectos de la comunidad, al igual que como sucede con los índices de diversidad. Las dos 

características son el primer paso conceptual para definir cuál aporta más información respecto 

a los fines de cada estudio. La primera característica es considerar si elegir un coeficiente de 

asociación que incluya abundancias. Como principio, la abundancia puede no ser fundamental 

cuando se quiere discriminar entre sitios para conservación donde la riqueza de especies raras 

es de interés. No obstante, la abundancia es un importante aspecto de la diversidad y por ende, 

es importante detectar sus cambios cuando existe una variación por una perturbación. Por 

ejemplo, donde la microbiota pasa de un sistema abierto (en el polen corbicular) a uno restringido 

(en el pan de abeja).  
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La segunda característica denota si el comportamiento del coeficiente de asociación considera e 

(Anderson et al., 2011). Los coeficientes de asociación que no consideran e, solo son 

influenciados por especies únicas de cada comunidad y las que comparten. Estos coeficientes 

de asociación son útiles para medir gradientes por ejemplo; en el intestino de A. mellifera, la 

comunidad del buche y del intestino posterior no aumentan su disimilitud por е, porque estas 

especies pudieran encontrarse en el intestino medio. Por otro lado, los coeficientes de asociación 

que consideran e, aumentan su disimilitud si ambas comunidades carecen de ciertas especies. 

En estos casos, el factor e es útil cuando la desaparición de especies y los cambios en la 

abundancia total (N) son relevantes. Por ejemplo, donde se espera que la microbiota cambie por 

un efecto ambiental inducido por el ensilaje.  

También la diversidad beta puede ser medida a partir de los números de Hill donde Dγ = Dβ x Dα 

entonces Dβ = Dγ / Dα  (Jost, 2007). Con este modelo la diversidad alfa y beta son independientes; 

por lo que Dβ es un cociente, es decir, un valor sin unidad que cuantifica cuantas veces un 

ambiente tiene más ASV’s/OTU’s respecto a la muestra. Por ejemplo, si el tracto digestivo (Dγ) 

de A. mellifera tiene 40 especies efectivas; y el buche tiene 6 especies efectivas (Dα) y si el 

intestino posterior tiene 22 especies efectivas. El tracto digestivo tiene 6.6 y 1.8 más especies 

efectivas que el buche y el intestino posterior respectivamente.  

Los estimadores de riqueza y diversidad deben ser ponderados de acuerdo con su definición y 

aplicación según el contexto de la comunidad estudiada. No obstante, es recomendado utilizar 

en conjunto varias métricas para capturar aspectos de la comunidad que pueden ser omitidos 

por las limitantes de cada estimador. 

2.10 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 

2.10.1 INFERENCIA OTU’S Y DE ASV’S 

Ya que los análisis de diversidad dependen de una unidad que sea símil a especie, pueden ser 

distorsionados por secuencias sospechosas inferidas como un especie rara llevando a resultados 

discutibles (Dickie, 2010; Haegeman et al., 2013; Chiu y Chao, 2016). La mayoría de estas 

secuencias sospechosas son singletons artificiales; y son difíciles de diferenciar de verdaderos 

OTU’s raros con sentido biológico (Tedersoo et al., 2010; Brown et al., 2015). Las variaciones 

biológicas a nivel cepas tienen importancia clínica y ecológica; no obstante, esta resolución es 

encubierta por la agrupación de OTU’s (Callahan et al., 2017). La elección del programa de 
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agrupación podía también llevar a distintos OTU’s, es decir, diferentes especies observadas (Ŝ) 

(Sun et al., 2012; Kopylova et al., 2014).  

Las herramientas bioinformáticas de control de calidad se crearon para informar sobre la 

naturaleza de estas secuencias sospechosas, y no solo “redondear” los errores. El programa 

DADA2 (Callahan et al., 2016) aborda los problemas de agrupación y mejora de calidad mediante 

la “eliminación de distorsión” de las secuencias. Además integra una herramienta para eliminar 

quimeras. Aunque su característica más destacable es la inferencia de secuencias variantes del 

amplicón o ASV’s (por sus siglas en inglés). 

Los ASV’s son secuencias que se diferencian del resto por hasta un nucleótido, y al no estar 

sujetas a una agrupación (por ejemplo 97%), se pueden mantener como verdaderas variantes, 

independiente mente del número de lecturas que se tengan. Esto tiene como ventajas una mejor 

resolución taxonómica que conserva la variabilidad biológica (Glassman y Martiny, 2018). Los 

ASV’s son inferidos con la premisa de que habrá más secuencias con variación biológica que 

secuencias generadas a partir de errores, de aquí que su objetivo sea la “eliminación de la 

distorsión” (Callahan, McMurdie y Holmes, 2017). Para que un ASV sea inferido se necesitan dos 

secuencias libres de errores. En este sentido, los ASV’s no son generados a partir de una 

secuencia, si no a partir de una muestra. Además de que sus propiedades no dependen del 

tamaño del conjunto de datos, si no de la variación biológica real de la secuencia. 

2.11 UTILIDAD PARA LA CONSERVACIÓN DE LA MICROBIOTA 

Con el avance de las tecnologías NGS nos hemos acercado cada vez más a conocer la 

diversidad de procariontes y eucariontes que existen dentro y alrededor nuestro. Al conocer esta 

diversidad podemos encontrar patrones que reflejen funciones o la estabilidad de ciertos 

ecosistemas; o para comprender cómo y por qué cambia esta diversidad en el espacio y tiempo. 

Las herramientas expuestas tienen como finalidad ayudar a responder preguntas de 

investigación, al comparar o explorar estos sistemas, y así poder plantear hipótesis del por qué 

acontecen estos cambios. 

Los cambios en la estructura de una comunidad microbiana pueden ser un signo de disbiosis. 

Como se mencionó previamente, la disbiosis es el detrimento y disfuncionalidad de un sistema 

debido a cambios en la riqueza o abundancia de la microbiota exclusiva o típica (Carding et al., 

2015). En algunos casos, la disbiosis puede ocurrir por la interacción entre la dieta y la microbiota 

autóctona, como sucede en el intestino humano donde los cambios en la dieta explican más de 
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la mitad de la variación estructural en la microbiota autóctona del intestino humano (Brown et al., 

2012). El caso de las abejas no es una excepción; las modificaciones en su dieta o las 

propiedades de éstas, tienen un gran impacto en su bienestar como se ha mencionado 

previamente (Maes et al., 2016; Dharampal et al., 2019). El fin último es lograr, en medida de lo 

posible, catalogarla diversidad de microorganismos, sus interacciones y sus dinámicas; a fin de 

poder mantener el equilibrio en los sistemas biológicos, ya sea que se trate de un intestino,  o de 

un alimento. 

3 JUSTIFICACIÓN 

El polen corbicular se apelmaza y sella con miel en las celdas como si se tratase de un ensilaje; 

este proceso modifica al polen fisicoquímicamente y como resultado se obtiene pan de abeja 

(DeGrandi-Hoffman et al., 2016; Wright, Nicolson y Shafir, 2017). Existe una tendencia a creer 

que una dieta de pan de abeja es más benéfica que basada en polen corbicular (Brodschneider 

y Crailsheim, 2010). Los bioensayos con abejas A. mellifera obreras recién emergidas de 

reportan diferencias en la respuesta fisiología cuando se alimenta con pan de abeja y otras dietas 

básicas (Cremonz, De Jong y Bitondi, 1998; Alqarni, 2006; Almeida-Dias et al., 2018). El tiempo 

de almacenamiento del pan de abeja también puede provocar cambios en la microbiota intestinal 

de A. mellifera (Maes et al., 2016). No obstante, los mecanismos que expliquen estos cambios 

aún no son del todo comprendidos. 

Para contribuir a explicar las diferencias que existen entre el polen corbicular y el pan de abeja; 

este trabajo de tesis tiene como fin analizar la variación en la diversidad de la microbiota del 

polen corbicular cuando es almacenado y convertido en pan de abeja en las condiciones 

tropicales locales. Con estos datos podemos acercamos a explicar las dinámicas entre las abejas 

y los microorganismos de su dieta. El fin último de esta línea de investigación es explicar los 

mecanismos detrás de las diferencias entre el polen corbicular y el pan de abeja, y contribuir a 

entender la respuesta fisiológica de A. mellifera y describir desde una perspectiva ecológica los 

cambios de la microbiota entre estos dos ambientes. 

4 HIPÓTESIS 

La microbiota del polen corbicular debe sufrir cambios cuando se almacena en el llamado pan de 

abeja, por lo que se espera encontrar una disminución en la diversidad de las comunidades 

microbianas en el pan de abeja en comparación con el polen corbicular.  
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5 OBJETIVO GENERAL 

Analizar y comparar la diversidad de la microbiota del polen colectado y almacenado por las 

abejas con las variables de: tipo de muestra (polen corbicular o pan de abeja), ubicación donde 

fue colectada la muestra (Sierra Papacal o Ticopó) y temporada (Secas y Lluvias).  

6 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Obtener secuencias que cumplan criterios de alta calidad y obtener asignaciones taxonómicas 

actualizadas mediante herramientas bioinformáticas actuales.  

Identificar los cambios en las comunidades analizadas mediante índices de diversidad. 
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CAPITULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 OBTENCIÓN DEL MATERIAL DE ESTUDIO 

6.1.1 ÁREA DE ESTUDIO Y MUESTREO 

Las muestras se colectaron en año 2019, em colonias de Apis mellifera establecidas en el Centro 

de Investigación Científica de Yucatán (CICY) localizado en Sierra Papacal, Yucatán (21°07'34"N 

89°46'34"W), durante el mes abril que corresponde a la temporada de secas, y en septiembre 

del mismo año, correspondiente a la temporada de lluvias (Figura 2.4). Y también se realizaron 

colectas en un apiario privado en la localidad de Ticopó, Yucatán (20°52'37.2"N 89°26'38.0"W) 

en octubre, correspondiente a la temporada de lluvias (Figura 2.4) (Tabla 2.1). Aunque la 

distancia entre los apiarios era de 44 km; en ambos, la flora circundante es característica Selva 

Baja Caducifolia (Rzedowski y Huerta, 1994).  

Figura 2.4. Mapa de las localidades Sierra Papacal y Ticopó. Como punto de referencia está 

la ciudad de Mérida. 
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Figura 2.5. Imagen satelital de las ubicaciones de los apiarios. Se puede ver la proximidad de los 

apiarios a las localidades A) Sierra Papacal B) Ticopó.  
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Todo el material para transportar y manipular las muestras fue lavado con etanol al 70% y 

colocado en radiación UV por 20 minutos. Para colectar el polen corbicular se utilizaron trampas 

de polen comerciales (Figura 2.5) y redes entomológicas. Con las redes entomológicas se 

capturaban abejas que transportaran polen; y posteriormente se iban colocando en tubos de 

centrífuga de 1.5mL. Los tubos se mantuvieron dentro de una hielera con compresas térmicas 

frías a fin de adormecerlas y reducir la actividad biológica de los microorganismos. Ya en el 

laboratorio, el polen fue retirado con un bisturí y colocado en otro tubo de centrífuga de 1.5 mL. 

Debido al tiempo de transporte, algunos paquetes de polen corbicular perdieron su conformación, 

por lo que se en esos casos se seccionó la pata completa y se colocó en congelación para retirar 

íntegramente el polen corbicular al momento de hacer la extracción de ADN. El polen se colectó 

de la canasta receptora de las trampas de polen y se transferido a frascos de muestras clínicas 

de 100mL. Todas las muestras fueron etiquetadas y colocadas a -90°C hasta la extracción de 

ADN.  

Para el pan de abeja, después de inspeccionar y cerciorarse de la presencia de polen 

almacenado (pan de abeja) se retiró un cuadro con panal y se transportó en una caja de plástico 

cerrada. Una vez en el laboratorio, se colocó en un perímetro de mecheros de alcohol. 

Figura 2.6. Trampa de polen. Se puede observar cómo hay abejas arribando y entrando. 
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Aproximadamente 15g fueron extraídos de múltiples celdas, a fin de generar una muestra 

compuesta, con ayuda de espátulas de pedicura. Se tuvo precaución de no extraer pan de abeja 

adyacente a celdas con miel para evitar que fueran perforadas. 

Tabla 2.1. Metadatos de las muestras colectadas 

Etiqueta Zona de 
colecta 

Temporada Fecha de 
colecta 

Tipo de 
muestra 

Método de 
colecta 
(polen 

corbicular) 

Gen 
amplificado 

Concentración 
de ADN 
(ng/uL) 

SP1 
Sierra 

Papacal 
Secas Abril 

Pan de 
Abeja 

 
16S 76.4 

SP2 
Sierra 

Papacal 
Secas Abril Pan de 

Abeja 

 
ITS2 59.8 

SP3 
Sierra 

Papacal 
Secas Abril Polen 

Corbicular 
Trampa 16S 39.8 

SP4 
Sierra 

Papacal 
Secas Abril Polen 

Corbicular 
Trampa ITS2 64.8 

SP5 
Sierra 

Papacal 
Lluvias Septiembre Pan de 

Abeja 

 
16S 63.6 

SP6 
Sierra 

Papacal 
Lluvias Septiembre Pan de 

Abeja 

 
ITS2 177 

SP7 
Sierra 

Papacal 
Lluvias Septiembre Polen 

Corbicular 
Red 

entomológica 
ITS2 12.8 

SP7 
Sierra 

Papacal 
Lluvias Septiembre Polen 

Corbicular 
Red 

entomológica 
16S 12.8 

T9 Ticopó Lluvias Octubre Pan de 
Abeja 

 
16S 151 

T10 Ticopó Lluvias Octubre Pan de 
Abeja 

 
ITS2 103 

T11 Ticopó Lluvias Octubre Polen 
Corbicular 

Trampa 16S 115 

T12 Ticopó Lluvias Octubre Polen 
Corbicular 

Trampa ITS2 182 

6.1.2 EXTRACCIÓN DE ADN Y SECUENCIACIÓN 

La extracción de ADN se realizó con un protocolo diseñado en nuestro laboratorio, debido a que 

el polen es una muestra compleja compuesto de ceras, carbohidratos, pigmentos, entre otros 

(Waiblinger et al., 2012; Jain et al., 2013; Soares et al., 2015). Además, que su presencia y 
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concentración cambia entre distintas especies. Aunado a lo anterior se deben considerar los 

aspectos físicos del polen, ya que en las rugosidades y patrones de la exina se pueden albergar 

microorganismos. Por lo anterior, se ideó un protocolo para extraer microorganismos y material 

vegetal, con el fin de extraer el ADN de todos los posibles microorganismos adheridos o 

embebidos en el polen. 

La ruptura celular y extracción de ácidos nucleicos se logró al combinar métodos mecánicos y 

químicos. Se congela en nitrógeno líquido y se maceran con mortero, el polvo del macerado se 

depositó en un tubo de 2 mL y se agrega 500 uL de Buffer CTAB 2% (TRIS-HCl 0.2 M, EDTA 

0.05 M, NaCl 4m , CTAB 2% pH 7.7) 500 uL de Buffer SDS 10% (SDS: Tris-HCl 20nM, EDTA 

2mM, SDS 10%), 20uL de Proteinasa K. Se deja incubando durante 1 hora a 65°C, mezclando 

por inversión cada 15 minutos. El CTAB y el SDS deben formar una turbidez con aspecto de 

nubosidad. Posteriormente, para la limpieza se agregó 600uL de fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico (25:24:1), mezclando por inversión gentil, hasta hacer emulsión. Se centrifuga a 

13,000 g por 10 minutos para precipitar contaminantes y se retira el sobrenadante a un nuevo 

tubo de 2mL, este nuevo contenido sufre el mismo procedimiento de limpieza 4 veces. En el 

primer lavado, es posible encontrar una película amarilla la cual debe evitarse ya se presume 

que son las ceras que recubren al polen.  

La precipitación de ácidos nucleicos se completa con la adición de 700 uL de isopropanol frío 

(4°C) y 50 uL acetato de sodio 3M, y se deja a -20°C durante 48 horas. Los ácidos nucleicos son 

concertados centrifugando a 13,000 g con temperatura de 4°C por 15 minutos. Debe ser visible 

una pastilla en el fondo del tubo, aunque en algunos casos no es tan evidente. El isopropanol es 

decantado y se agregan 500uL de etanol al 70% mezclando gentilmente hasta lograr desprender 

la pastilla. Este procedimiento de limpieza se repite 2 veces. Posteriormente, se centrifuga a 

13,000 g 4ºC, por 2 minutos. Después, se decanta el etanol y se deja secar por 10 minutos. Por 

último, los ácidos nucleicos son suspendidos en 40 uL de agua ultra pura estéril.  

Para finalizar, las muestras fueron tratadas con RNasa incubando a 37°C por 20 minutos. La 

concentración de ADN fue medida con fluorómetro Qubit® 2.0 (INVITROGEN) (Tabla 2.1).  

Para amplificación de la región ITS de hongos se seleccionaron los cebadores ITS1f (5’-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’), ITS2r (5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’), ya que 

estudios previos han reportado amplificar tanto hongos como levaduras en reservas de polen en 

otras especies de abejas (McFrederick y Rehan, 2019). Para el caso de bacterias se utilizaron 
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los cebadores 357wF (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) 806R (5’-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) correspondientes a la región V3-V4 del gen ARNr 16S. Esta 

región fue seleccionada en base a los análisis de Bukin et al (2019) que indican una mejor 

precisión en la resolución taxonómica de bacterias. Las reacciones de PCR y secuenciación se 

llevaron a cabo por la compañía “Research and Testing Laboratory (RTL)” (Lubbock, Texas, 

USA), utilizando MiSeq-Ilumina PE 2x300.  

6.2 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LA MICROBIOTA 

6.2.1 ELIMINACIÓN DE DISTORCIÓN EN LAS SECUENCIAS, GENERACIÓN DE 

SECUENCIAS VARIANTES DE AMPLICÓN (ASV’S)  

Para el control de calidad y asignación taxonómica se utilizó el programa DADA2 versión 1.16 

(Callahan et al., 2016). Los datos del control de calidad se pueden consultar en la Tabla 3.2. El 

comando dada se ejecutó con el parámetro pooling = TRUE el cual permite mayor detección de 

secuencias raras, permitiendo mejorar las estimaciones de diversidad. Y con un maxEE= (2,5) a 

fin de ser menos estricto con las secuencias R2, ya que, comúnmente presentan una menor 

calidad. Finalmente, las secuencias fueron exportadas en el formato del programa phyloseq 

(McMurdie y Holmes, 2013) para poder trabajar en los programas de diversidad. 

Para secuencias 16S se fijó el parámetro de truncado en las posiciones 270 forward y 190 reverse 

y se cortaron los primeros nucleótidos correspondientes a los cebadores en las posiciones 17 

forward y 20 reverse. Debido a que las secuencias del gen ITS son altamente variables, se deben 

pre-procesar para eliminar los cebadores de ambos extremos; para ello se utilizó el programa 

cutadapt (Martin, 2011). Las secuencias ITS fueron procesadas sin parámetros de truncado. 

6.2.2 ASIGNACIÓN TAXONÓMICA 

La asignación taxonómica para los genes 16S e ITS, fue con referencia a las bases de datos 

SILVA versión 138 de la subunidad menor de ácido ribonucleico (Quast et al., 2013) y UNITE 

versión 8.2 (Nilsson et al., 2019); respectivamente. Para ambos casos, el parámetro de confianza 

para asignar un taxon fue de minboot = 50;  que es el número por defecto del algoritmo. El número 

de ASV’s clasificados en los distintos niveles taxonómicos puede consultarse en la Tabla 3.3.  

Las secuencias clasificadas taxonómicamente, fueron inspeccionadas y catalogadas en “no-

objetivo” si estaban clasificadas a nivel de Orden como “Chloroplast” y a nivel familia como 

“Mitochondria”, y fueron filtradas mediante herramientas de tidyverse (Wickham et al., 2019). 
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Después del filtrado, en la muestra SP1 todas las secuencias fueron filtradas; por lo que a todas 

las secuencias clasificadas como no-objetivo se les realizó una búsqueda de BLAST para 

confirmar que se tratasen de secuencias no-objetivo. Al tener una alineación del 99% y cobertura 

del 100% se confirmó su identidad como cloroplastos o mitocondrias. Como consecuencia, la 

muestra SP1 y la muestra complementaria SP3 fueron excluidas de los análisis subsecuentes; 

de modo que la variable de temporada no fue evaluada en bacterias. 

6.3 ANÁLISIS DE DIVERSIDAD 

Todos los análisis de diversidad fueron realizados en R studio (RStudio Team, 2015) al nivel 

taxonómico de especie. Se utilizó el programa betta (Willis, Bunge y Whitman, 2017) para probar 

la hipótesis nula de homogeneidad para 0D, 1D y 2D, de acuerdo a las covariables: a) tipo de 

muestra (polen corbicular o pan de abeja), b) ubicación (Sierra Papacal o Ticopó), c) temporada 

(lluvias o secas).  

6.3.1 DIVERSIDAD ALFA 

La estimación de la riqueza de especies (S = 0D) fue realizada en el programa breakaway (Willis 

& Bunge, 2015). La estimación de los índices diversidad Shannon (H´) y Simpson (D) se realizó 

con el programa DivNet (Willis & Martin, 2020) y fueron posteriormente transformados a 1D y 2D. 

La construcción de la red se hizo seleccionando los ASV’s más abundantes y comunes entre 

todas las muestras. Para el caso de bacterias fue el “ASV9”y para fungi fue el “ASV1.  

6.3.2 DIVERSIDAD BETA 

Se estimó la diversidad beta usando la distancia Euclidiana, ya que es el coeficiente de 

asociación que cumple con los criterios de incluir la abundancia y e. Sin embargo, se ha reportado 

que necesita de gran cantidad de lecturas para discriminar adecuadamente y es sensible a las 

matrices dispersas (Legendre y Gallagher, 2001; Kuczynski et al., 2010). Por esta razón, también 

se utilizó el coeficiente de asociación Bray-Curtis, que es más robusto respecto a las matrices 

dispersas y considera abundancias; sin embargo, no considera e (Hugerth y Andersson, 2017). 

6.4 ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD 

Mediante comandos de tydverse en Rstudio se generó una tabla de qué organismos estaban 

comunes entre: a) todas las muestras, b) en todas las muestras de pan de abeja c) en todas las 

muestras de polen corbicular.   
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

7 RESULTADOS DE EXTRACCIÓN DE ADN Y PCR 

La extracción de ADN fue exitosa para todas las muestras, aunque no fue posible una banda en 

gel de agarosa al 1%,  incluso utilizando una columna de purificación DNeasy Mini Spin 

(QIAGEN®), sí fue posible visualizar ADN (Figura 3.7) y realizar la amplificación por PCR (Figura 

3.8). La cuantificación de ADN con fluorómetro Qubit® 2.0 (INVITROGEN) mostró que la 

concentración más baja fue de 12.8 ng/uL y la más alta de 182 ng/uL cantidades suficientes para 

llevar a cabo las reacciones de PCR.   
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8 RESULTADOS DE LA SECUENCIACÍON ILLUMINA, CONTROL DE CALIDAD Y 

ASIGNACIÓN TAXONÓMICA 

El tamaño promedio de las secuencias ARNr 16S fue de 403 pb con un tamaño mínimo de 253 

pb y un tamaño máximo de 409 pb, y se generaron 393 ASV’S. Después del filtrado de 

secuencias de ARNr 16S no objetivo, se mantuvieron un total de 91 ASV’s (23.15 %). Todos los 

91 ASV’s fueron clasificados hasta el nivel taxonómico de Clase. Los otros niveles taxonómicos 

pueden consultarse en la Tabla 3.3. La asignación taxonómica para cada ASV se encuentra en 

la Tabla 8 en anexos.  

Por otro lado, para las secuencias ITS el tamaño promedio fue de 228 pb con un tamaño mínimo 

de 139 pb y un tamaño máximo de 431 pb, y se generaron 344 ASV’S. La asignación taxonómica 

para cada ASV se encuentra en la Tabla 7 en anexos.  

Tabla 3.2. Datos numéricos del control de calidad de las secuencias. Se muestra el número de 

secuencias según cada paso del preprocesamiento para el control de calidad. Seq = secuencias 

Secuencias de 16S 

Muestra 
Seq. 

Importadas 

Seq. 
después 

del 
filtrado 

Seq. 
forward 
después 

del 
denoising 

Seq. 
reverse 
después 

del 
denoising 

Seq. 
unidas 

Secuencias 
después de 

eliminar 
quimeras 
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SP1 66,681 57,700 57,677 57,680 57,553 54,862 

SP3 76,166 65,292 65,072 65,193 63,007 49,948 

SP5 52,827 45,646 45,395 45,529 41,606 36,959 

SP7 58,325 49,606 49,421 49,516 44,969 41,454 

T11 87,422 75,989 75,754 75,853 70,278 69,186 

T9 79,858 68,882 68,537 68,498 61,008 58,452 

Total 421,279 363,115 361,856 362,269 338,421 310,861 

Secuencias de ITS 

SP2 11,283 10,865 10,831 10,776 8,660 8,660 

SP4 19,240 18,624 18,583 18,545 15,784 15,784 

SP6 10,889 10,057 9,885 9,893 7,932 7,926 

SP7 22,858 21,801 21,592 21,482 16,755 16,748 

T10 23,674 21,164 20,873 20,702 17,005 16,606 

T12 30,150 27,804 27,419 27,320 22,348 21,972 

Total 118,094 110,315 109,183 108,718 88,484 87,696 

Tabla 3.3 Numero de secuencias clasificadas en los distintos niveles taxonómicos. 

 Secuencias 
Importadas 

clasificadas 
Reino 

clasificadas 
Filo 

clasificadas 
Clase 

clasificadas 
Orden 

clasificadas 
Familia 

clasificadas 
Genero 

16S 96 96 96 96 93 89 70 

ITS 344 342 335 293 270 238 204 

9 RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE DIVERSIDAD  

9.1 DIVERSIDAD ALFA 

9.1.1 COMUNIDAD BACTERIANA 

Para la microbiota bacteriana a nivel de especie en la Tabla 3.4 está la diversidad 0D, 1D y 2D 

observada. 

Tabla 3.4. Reporte de las estimaciones de diversidad para cada muestra de la comunidad 

bacteriana. Se muestran los valores obtenidos y los números de Hill que representan. 

 

Muest
ra 

Ubicaci
ón 

Tipo de 
muestra 

Estima
do 

Error 
Estándar 

Límite 
inferior 

Límite 
Superior 

Números de Hill 

0D 
(Riqueza) 

SP5 
S. 

Papacal 
Pan de 
Abeja 

26.33 12.47 17.34 275.53 

SP7 
S. 

Papacal 

Polen 
Corbicul

ar 
19.19 0.48 19.03 20.10 

T11 Ticopó 
Pan de 
Abeja 

35.93 6.52 31.26 125.03 

T9 Ticopó 
Polen 

Corbicul
ar 

38.72 1.01 38.11 42.57 
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9.1.1.1 POLEN CORBICULAR Y PAN DE ABEJA 

La diversidad 0D en el pan de abeja, se estimaron 0.63 especies (SE = 5.78) menos que en el 

polen corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
0DPolen Corbicular = 0DPan de abeja, se obtuvo un valor 

de p = 0.91: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies raras.  

La diversidad 1D en el pan de abeja, se estimaron 0.95 especies (SE = 1.40) menos que en el 

polen corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
1DPolen Corbicular = 1DPan de abeja, se obtuvo un valor 

de p = 0.87: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies comunes.  

La diversidad 2D en el pan de abeja, se estimaron 0.51 especies (SE = 29.12) más que en el 

polen corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
2DPolen Corbicular = 2DPan de abeja, se obtuvo un valor 

de p = 0.92: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies dominantes.  

9.1.1.2 UBICACIÓN 

La diversidad 0D en Sierra Papacal, se estimaron 19.47 especies (SE = 18.94) menos que en 

Ticopó. Para la prueba de hipótesis H0: 
0DTicopó= 0DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = < 0.001: 

       
        

Estima
do 

Límite 
inferior 

Límite 
Superior 

1D 
(Shannon) 

SP5 
S. 

Papacal 
Pan de 
Abeja 

2.49 0.10 2.30 2.68 12.00 9.93 14.52 

SP7 
S. 

Papacal 

Polen 
Corbicul

ar 
2.05 0.03 1.98 2.11 7.74 7.27 8.25 

T11 Ticopó 
Pan de 
Abeja 

2.58 0.04 2.50 2.67 13.25 12.21 14.38 

T9 Ticopó 
Polen 

Corbicul
ar 

3.08 0.02 3.03 3.13 21.74 20.74 22.80 

2D 
(Simpson) 

SP5 
S. 

Papacal 
Pan de 
Abeja 

0.13 0.02 0.10 0.17 7.50 9.96 6.02 

SP7 
S. 

Papacal 

Polen 
Corbicul

ar 
0.18 0.01 0.17 0.20 5.47 5.85 5.14 

T11 Ticopó 
Pan de 
Abeja 

0.10 0.01 0.09 0.11 9.87 10.86 9.05 

T9 Ticopó 
Polen 

Corbicul
ar 

0.06 0.00 0.06 0.07 16.31 18.31 14.70 
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por lo que se puede rechazar la hipótesis nula que en Ticopó y en Sierra Papacal las 

comunidades son homogéneas, y por ende pueden considerarse comunidades heterogéneas en 

términos de especies raras.  

La diversidad 1D en Sierra Papacal, se estimaron 7.71 especies (SE = 1.40) menos que en 

Ticopó. Para la prueba de hipótesis H0: 
1DTicopó= 1DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = 0.09: por 

lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en Ticopó y en Sierra Papacal las comunidades 

son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades heterogéneas en términos 

de especies comunes.  

La diversidad 2D en Sierra Papacal, se estimaron 5.68 especies (SE = 28.36) menos que en 

Ticopó. Para la prueba de hipótesis H0: 
2DTicopó= 2DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = 0.03: por 

lo que se puede rechazar la hipótesis que en Ticopó y en Sierra Papacal las comunidades son 

homogéneas y por ende pueden considerarse comunidades heterogéneas en términos de 

especies dominantes.  

9.1.2 COMUNIDAD FÚNGICA 

Para la microbiota bacteriana a nivel de especie en la Tabla 3.5 está la diversidad 0D, 1D y 2D 

observada. 

Tabla 3.5. Reporte de las estimaciones de diversidad para cada muestra de la comunidad 

fúngica. Se muestran los valores obtenidos y los números de Hill que representan. 

  
Mue
stra 

Ubica
ción 

Tipo de 
muestra 

Tempo
rada 

Estim
ado 

Error 
Estándar 

Límite 
inferior 

Límite 
Superior 

Números de Hill 

0D 
(Riquez

a) SP2 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja secas 60.10 5.54 54.44 138.48 

SP4 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular secas 89.72 18.75 86.06 330.51 

SP6 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja lluvias 

125.1
3 24.30 90.32 1079.13 

SP7 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular lluvias 

100.3
7 3.24 96.50 134.16 

T10 
Ticop

ó 
Pan de 
Abeja lluvias 

136.8
4 5.51 128.81 224.75 

T12 
Ticop

ó 
Polen 

Corbicular lluvias 
189.2

1 67.94 130.98 3691.14 

  
                

Estim
ado 

Límite 
inferior 

Límite 
Superior 

SP2 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja secas 1.77 0.02 1.74 1.81 5.90 5.70 6.11 



RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE DIVERSIDAD 

48 

1D 
(Shanno

n) 

SP4 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular secas 2.62 0.01 2.59 2.65 13.70 13.30 14.12 

SP6 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja lluvias 2.05 0.02 2.02 2.08 7.78 7.54 8.03 

SP7 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular lluvias 1.54 0.01 1.53 1.55 4.66 4.60 4.73 

T10 
Ticop

ó 
Pan de 
Abeja lluvias 3.13 0.01 3.11 3.15 22.85 22.45 23.27 

T12 
Ticop

ó 
Polen 

Corbicular lluvias 2.53 0.01 2.51 2.55 12.52 12.30 12.75 

2D 
(Simpso

n) SP2 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja secas 0.27 0.004 0.27 0.28 3.66 3.76 3.57 

SP4 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular secas 0.14 0.002 0.14 0.15 6.90 7.06 6.75 

SP6 

S. 
Papac

al 

Pan de 
Abeja lluvias 0.21 0.003 0.21 0.22 4.67 4.81 4.54 

SP7 

S. 
Papac

al 

Polen 
Corbicular lluvias 0.46 0.003 0.45 0.46 2.18 2.21 2.15 

T10 
Ticop

ó 
Pan de 
Abeja lluvias 0.08 0.001 0.08 0.08 12.30 12.48 12.11 

T12 
Ticop

ó 
Polen 

Corbicular lluvias 0.19 0.001 0.18 0.19 5.40 5.47 5.32 

9.1.2.1 POLEN CORBICULAR Y PAN DE ABEJA 

La diversidad 0D en el pan de abeja, se estimaron 9.65 especies (SE = 12.67) menos que en el 

polen corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
0DPolen Corbicular = 0DPan de abeja, se obtuvo un valor 

de p = 0.45: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies raras.  

La diversidad 1D en el pan de abeja, se estimaron 0.54 especies (SE = 1.39) más que en el polen 

corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
1DPolen Corbicular = 1DPan de abeja, se obtuvo un valor de p = 

0.79: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies comunes.  

La diversidad 2D en el pan de abeja, se estimaron 0.66 especies (SE = 13.03) más que en el 

polen corbicular. Para la prueba de hipótesis H0: 
2DPolen Corbicular = 2DPan de abeja, se obtuvo un valor 

de p = 0.34: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula que en el pan de abeja y el polen 

corbicular las comunidades son homogéneas, y por ende no pueden considerarse comunidades 

heterogéneas en términos de especies dominantes.  
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9.1.2.2 UBICACIÓN 

La diversidad 0D en Sierra Papacal, se estimaron 39.61 especies (SE = 18.94) más que en 

Ticopó. Para la prueba de hipótesis H0: 
0DTicopó= 0DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = 0.04: por 

lo que se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende pueden considerarse 

comunidades heterogéneas en términos de especies raras.  

La diversidad 1D en Sierra Papacal, se estimaron 10.41 especies (SE = 1.50) más que en Ticopó. 

Para la prueba de hipótesis H0: 
1DTicopó= 1DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = 0.01: por lo que 

se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende pueden considerarse 

comunidades heterogéneas en términos de especies comunes.  

La diversidad 2D en Sierra Papacal, se estimaron 3.20 especies (SE = 10.64) menos que en 

Ticopó. Para la prueba de hipótesis H0: 
2DTicopó= 2DSierra Papacal, se obtuvo un valor de p = 0.03: por 

lo que se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende pueden considerarse 

comunidades heterogéneas en términos de especies dominantes.  

9.1.2.3 TEMPORADA 

La diversidad 0D en la temporada de secas, se estimaron 33.16 especies (SE = 15.82) menos 

que en la temporada de lluvias. Para la prueba de hipótesis H0: 
0DSecas= 0DLluvias, se obtuvo un 

valor de p = 0.04: por lo que se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende 

pueden considerarse comunidades heterogéneas en términos de especies raras.  

La diversidad 1D en la temporada de secas, se estimaron 2.84 especies (SE = 1.50) más que en 

la temporada de lluvias. Para la prueba de hipótesis H0: 
1DSecas= 1DLluvias, se obtuvo un valor de p 

= 0.32: por lo que no se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende no pueden 

considerarse comunidades heterogéneas en términos de especies comunes.  

La diversidad 2D en la temporada de secas, se estimaron 1.39 especies (SE = 10.64) menos que 

en la temporada de lluvias. Para la prueba de hipótesis H0: 
2DSecas= 2DLluvias, se obtuvo un valor 

de p = 0.18: por lo que se puede rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, y por ende pueden 

considerarse comunidades heterogéneas en términos de especies dominantes.  
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9.2 DIVERSIDAD BETA 

Las estimaciones completas de la diversidad beta se encuentran en la Tabla 3.6 .En la microbiota 

bacteriana, a nivel de especie, los coeficientes de Bray-Curtis y distancia Euclidiana fueron 

menores a 0.50, lo que indica que son ambientes similares. Mientras que el coeficiente de Bray-

Curtis para la variable de ubicación fue de 0.60; lo que indica una ligera heterogeneidad. Por otro 

lado, en la microbiota fúngica, a nivel de especie, la distancia Euclidiana fue solo menor a 0.50 

para las variables de tipo de muestra y temporada. La mayor heterogeneidad fue estimada en el 

coeficiente de Bray-Curtis, con 0.76 para la variable de ubicación. 

Tabla 3.6. Estimaciones de la diversidad beta  

Coeficiente de distancia Variable Estimado Error estándar 

Comunidad bacteriana 

Euclidiana tipo.muestra 0.29 0.06 

Bray-Curtis tipo.muestra 0.48 0.05 

Euclidiana ubicacion 0.36 0.04 

Bray-Curtis ubicacion 0.60 0.03 

Comunidad fúngica 

Euclidiana tipo.muestra 0.42 0.06 

Bray-Curtis tipo.muestra 0.57 0.08 

Euclidiana ubicacion 0.51 0.04 

Bray-Curtis ubicacion 0.76 0.02 

Euclidiana temporada 0.47 0.03 

Bray-Curtis temporada 0.66 0.05 

9.3 ESTRUCTURA DE LA MICROBIOTA 

Para la comunidad bacteriana se hallaron 13 especies en común en todas las muestras 

analizadas, es decir, tanto en polen corbicular como en pan de abeja; las cuales son: ASV1 

Acinetobacter apis, ASV3 (Enterobacterales) , ASV4 Pseudomonas psychrotolerans, ASV6 

Bombella spp., ASV10 Lactobacillus apinorum, ASV11 Sphingomonas phyllosphaerae, ASV13 

(Erwiniaceae), ASV16 Pantoea spp., ASV26 Sphingomonas yunnanensis, ASV32 Sphingomonas 

spp., ASV37 Asaia bogorensis, ASV40 Aureimonas spp., ASV49 Rosenbergiella nectarea. 

Además de las 13 especies en común, se hallaron 3 especies exclusivas para el polen corbicular: 

ASV17 Methylobacterium aerolatum, ASV21 M. brachiatum, ASV28 Methylobacterium currus. 
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Por otro lado, para el pan de abeja se hallaron 4 especies exclusivas, las cuales son: ASV8 

(Orbaceae), ASV9 Gilliamella spp., ASV12 Acinetobacter spp., ASV14 (Gammaproteobacteria). 

Para el caso de la comunidad fúngica se hallaron 19 especies en común en todas las muestras 

analizadas; las cuales son: ASV1 Cladosporium delicatulum, ASV3 (Ascomycota) , ASV4 

Cladosporium spp., ASV5 Septoria cretae, ASV6 (Nectriaceae), ASV8 Penicillium citrinum, ASV9 

Gibberella intricans, ASV11 Papiliotrema leoncinii , ASV12 (Pleosporales), ASV16 Papiliotrema 

siamensis, ASV23 Periconia byssoides, ASV24 Penicillium rolfsii, ASV36 Pestalotiopsis coffeae-

arabicae, ASV44 Alternaria tenuissima, ASV47 Cladosporium exasperatum, ASV58 

Paracercosporidium tiliae, ASV97 Recurvomyces mirabilis, ASV111 (Sordariomycetes), ASV112 

Lasiodiplodia jatrophicola.  

Además de las 19 especies en común, se hallaron 26 especies exclusivas para el polen 

corbicular: ASV14 Papiliotrema spp, ASV15 Corynespora torulosa, ASV17 Hansppella 

siamensis, ASV28 Nigrospora oryzae, ASV42 Vishniacozyma taibaiensis, ASV55 

(Mycosphaerellaceae), ASV64 (Didymosphaeriaceae), ASV68 Sirobasidium brefeldianum, 

ASV69 Cladosporium sphaerospermum, ASV70 Vuilleminia cystidiata, ASV80 Neodevriesia 

modesta, ASV88 Debaryomyces robertsiae, ASV90 Peniophora albobadia, ASV92 Gloeophyllum 

striatum, ASV93 Clonostachys miodochialis, ASV95 Hansppella oryzae, ASV100 Metschnikowia 

cibodasensis, ASV115 Neodevriesia spp, ASV118 (Agaricomycetes),  ASV135 Heterochaete 

shearii, ASV147 Cladosporium dominicanum, ASV157 (Fungi), ASV181 Curvularia ellisii, 

ASV187 (Hypocreales), ASV198 Symmetrospora vermiculata, ASV227 (Capnodiales).  

Por otro lado, se hallaron 10 especies exclusivas en el pan de abeja; las cuales son: ASV25 

(Xylariales), ASV40 (Teratosphaeriaceae), ASV46 (Didymellaceae), ASV56 Epicoccum 

dendrobii, ASV60 Kodamaea ohmeri, ASV66 Strelitziana africana, ASV73 Toxicocladosporium 

irritans, ASV84 Wallemia tropicalis, ASV114 (Basidiomycota), ASV188 Schizophyllum commune. 
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CAPITULO IV: DISCUSIÓN 

10 LA MICROBIOTA DEL POLEN CORBICULAR Y DEL PAN DE ABEJA 

Los resultados de la diversidad alfa en términos de 0D, 1D y 2D señalan que la microbiota del 

polen corbicular no sufre grandes cambios al ser sometida al proceso de conversión en pan de 

abeja, para ambas comunidades estudiadas (bacterias y hongos). Así mismo, los resultados de 

la diversidad beta, que mide la disimilitud entre comunidades, muestran que los cambios no son 

suficientes para que el polen corbicular y el pan de abeja se consideren dos comunidades 

distintas. Estos resultados son concordantes con los reportados por Disayathanoowat et al. 

(2020); donde tampoco hallaron relaciones positivas o negativas entre polen corbicular y pan de 

abeja con los índices de diversidad que calcularon.  

En conjunto, estos resultados no apoyan la hipótesis de que el pan de abeja es un medio de 

conserva (Anderson et al., 2014a). Ya que,  al no poderse rechazar la hipótesis nula de que el 

polen corbicular y el pan de abeja sean ambientes homogéneos, (y por lo tanto, no son 

heterogéneos), se dirige a la conclusión de que no es evidente un efecto reductor sobre la 

diversidad de la microbiota. Sin embargo, los resultados tampoco la invalidan la hipótesis, ya que 

no se probó que las comunidades incrementen en abundancia.  

Los resultados obtenidos si apoyan la hipótesis que postula que las abejas son omnívoras al 

integrar en su dieta la biomasa de los microorganismos que consumen junto al polen (Steffan et 

al., 2019). Si bien, una de las premisas de la hipótesis de pan de abeja como medio conservación, 

es que las abejas prefieren consumir el pan de abeja y el polen corbicular frescos (Anderson et 

al., 2014a). Esta premisa apoya a esta hipótesis, si como los resultados muestran, las 

comunidades microbianas del polen que almacenan; no son distintas de aquellas que colectan 

originalmente. Por otro lado, la mayor crítica a esta hipótesis es la biomasa necesaria de 

microorganismos presentes en el polen (Anderson et al., 2014a); habrá que reevaluar esta 

variable, considerando los resultados que muestran una mayor riqueza de especies de la 

comunidad fúngica en comparación con la bacteriana. Tampoco es, necesariamente, que exista 

un mecanismo de simbiosis tan estricto entre las abejas y los microorganismos que están 

presentes en sus alimentos, como se ha probado en otras abejas sin aguijón (Paludo et al., 2018). 

Pero, el aporte nutricional que supone la microbiota merece atención para experimentos de 

bioensayos como se ha realizado en otras especies de abejas (Dharampal et al., 2019).  
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11 LA MICROBIOTA DEL POLEN CORBICULAR Y DEL PAN DE ABEJA SEGÚN LA 

VARIABLE DE SU UBICACIÓN 

Los resultados de este trabajo apuntan a la variable de ubicación de las colmenas como un factor 

que influye en la diversidad en la microbiota, ya que para esta variable se hallaron diferencias 

estadísticas entre los dos sitios de muestreo (Ticopó y Sierra Papacal). La relación de la 

microbiota del polen y el espacio geográfico ha sido ya también reportada en abejas sin aguijón 

(McFrederick y Rehan, 2018). Dentro de esta variable de ubicación, no se define si las diferencias 

son por distancia entre apiarios, vegetación circundante, o por la cercanía de la urbanización. Ya 

que el fin de este trabajo no fue explorar los efectos de la ubicación de las colmenas, no es 

posible adentrarse a más conclusiones. No obstante, estos resultados son un referente para 

estudiar variables geográficas que influyan sobre los microorganismos en la dieta de las abejas.  

12 LA MICROBIOTA DEL POLEN CORBICULAR Y DEL PAN DE ABEJA SEGÚN LA 

VARIABLE DE TEMPORADA 

Los resultados muestran que para la comunidad fúngica, a un nivel de especie 0D, la riqueza 

aumenta en temporada de lluvias. Esto puede deberse a que una mayor humedad facilita el 

desarrollo de especies incidentales. No obstante, es necesario hacer estudios con mayor detalle 

sobre otras variables que en este trabajo no fueron evaluadas, como por ejemplo: precipitación, 

humedad relativa, y temperatura. Para las especies a nivel de especies comunes 1D y 

dominantes 2D, no se hallaron cambios significativos. Lo cual, puede indicar que solo especies 

incidentales son las que aumentan la diversidad en temporadas de lluvias. 

13 LA ESTRUCTURA DE LA COMUNIDAD 

En general, en la microbiota del polen corbicular y del pan de abeja la comunidad fúngica sobre 

sale por su riqueza. Particularmente, en gran abundancia, respecto con otros miembros de la 

comunidad, se encuentra el ASV1 clasificado a nivel de género como Cladosporium; mismo que 

fue el más abundante en otro trabajo que estudió a la comunidad fúngica (Disayathanoowat et 

al., 2020). Este microorganismo también se puede hallar en estudios del polen floral (Manirajan 

et al., 2018) 

Además, se ha reportado que las abejas lo colectan este hongo cuando existe escases de 

recursos florales para obtener polen (Modro et al., 2009).  
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La estructura de la comunidad revela la presencia de taxones ya descritos en el ambiente del 

polen corbicular y el pan de abeja; pero también destacan especies de especial interés. Por 

ejemplo, (ASV60) Kodamaea ohmeri se halló únicamente en muestras de pan de abeja; esta 

especie se ha reportado como simbionte de Aethina tumida (Benda et al., 2008) un escarabajo 

que es afecta a las colmenas y es perjudicial para la apicultura. En las muestras de polen 

corbicular y en pan de abeja de Ticopó se halló, Gardnerella vaginalis; una especie patógena de 

la vagina humana (Schwebke, Muzny y Josey, 2014). Este último hallazgo es ilustrativo del efecto 

que puede tener la cercanía de la urbanización.  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

14  CONCLUSIONES 

• Los análisis de diversidad alfa y beta no permiten concluir que existen cambios en la 

diversidad entre el polen corbicular y el pan de abeja. 

• La riqueza de especies fúngicas es mayor para ambos tipos de polen en comparación 

con la riqueza de especies bacterianas. 

• La variable de ubicación o zona geográfica puede ser un factor determinante para el 

estatus de la diversidad de las muestras de polen corbicular y pan de abeja. 

15 PERSPECTIVAS 

• Analizar la microbiota del polen floral. 

• Establecer como variable categórica el grado de impacto ambiental de la zona donde está 

la colmena. 

• Utilizar cebadores que sean menos sensibles a secuencias no objetivo (mitocondrias y 

cloroplastos. 

• Ampliar el tamaño de muestreo para concretar los microorganismos persistentes; y 

explorar de estos últimos su posible papel. 

• Mantener en cultivos in vivo a microorganismos aislados de ambos tipos de muestra para 

corroborar su identidad taxonómica 
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ANEXOS 

Tabla 7. Asignación taxonómica de ASV’s de secuencias del gen ITS 

AS
V 

King
dom 

Phylum Class Order Family Genus Species 

AS
V1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

delicatulum 

AS
V2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria steviae 

AS
V3 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

NA 

AS
V5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Septoria cretae 

AS
V6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae NA NA 

AS
V7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria NA 

AS
V8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Penicillium citrinum 

AS
V9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae Gibberella intricans 

AS
V10 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria euphorbiicol
a 

AS
V11 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V12 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

leoncinii 

AS
V13 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Coremiopa
ssalora 

leptophleba
e 

AS
V14 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Saccharomycetacea
e 

Zygosacch
aromyces 

siamensis 

AS
V15 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Corynesporascacea
e 

Corynespo
ra 

torulosa 

AS
V16 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

NA 

AS
V17 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

siamensis 

AS
V18 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella siamensis 

AS
V19 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Clavicipitaceae Claviceps chloridicola 

AS
V20 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Corynesporascacea
e 

Corynespo
ra 

NA 

AS
V21 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia byssoides 

AS
V22 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Penicillium rolfsii 

AS
V23 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazy
ma 

NA 

AS
V24 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V25 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Saccharomycetacea
e 

Zygosacch
aromyces 

siamensis 
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AS
V26 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Saccharomycetacea
e 

Zygosacch
aromyces 

siamensis 

AS
V27 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Xylariales NA NA NA 

AS
V28 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

NA 

AS
V29 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae Gibberella intricans 

AS
V30 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora oryzae 

AS
V31 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Stachybotryaceae NA NA 

AS
V32 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

plantarum 

AS
V33 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Corynesporascacea
e 

Corynespo
ra 

torulosa 

AS
V34 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

leoncinii 

AS
V35 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA 

AS
V36 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

siamensis 

AS
V37 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Xylariales Sporocadaceae Pestalotio
psis 

coffeae-
arabicae 

AS
V38 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales NA NA NA 

AS
V39 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora oryzae 

AS
V40 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V41 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V42 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae NA NA 

AS
V43 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Saccharomycetacea
e 

Zygosacch
aromyces 

siamensis 

AS
V44 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria tenuissima 

AS
V45 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

rajasthanen
sis 

AS
V46 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacoz
yma 

taibaiensis 

AS
V47 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Capnodiaceae Capnodiu
m 

coffeae 

AS
V48 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora oryzae 

AS
V49 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae NA NA 

AS
V50 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

exasperatu
m 

AS
V51 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V52 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia byssoides 

AS
V53 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Nothopho
ma 

NA 

AS
V54 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V55 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacoz
yma 

taibaiensis 
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AS
V56 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

rajasthanen
sis 

AS
V57 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V58 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

wisconsine
nsis 

AS
V59 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Epicoccum dendrobii 

AS
V60 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Chaetothyriales Chaetothyriales_fam
_Incertae_sedis 

Strelitzian
a 

africana 

AS
V61 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus pseudodefl
ectus 

AS
V62 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae NA NA 

AS
V63 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Metschnikowiaceae Kodamaea ohmeri 

AS
V64 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella siamensis 

AS
V65 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V66 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora oryzae 

AS
V67 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Camptome
riphila 

leucaenae 

AS
V68 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Corynesporascacea
e 

Corynespo
ra 

NA 

AS
V69 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

sphaerospe
rmum 

AS
V70 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Sirobasidiaceae Sirobasidi
um 

brefeldianu
m 

AS
V71 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryom
yces 

NA 

AS
V72 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V73 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Corticiales Vuilleminiaceae Vuilleminia cystidiata 

AS
V74 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacoz
yma 

heimaeyens
is 

AS
V75 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Toxicoclad
osporium 

irritans 

AS
V76 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V77 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella pagnoccae 

AS
V78 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

modesta 

AS
V79 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Curvularia NA 

AS
V80 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Trimorphomycetace
ae 

Saitozyma NA 

AS
V81 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V82 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V83 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella siamensis 

AS
V84 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia NA 

AS
V85 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Debaryomycetaceae Meyerozy
ma 

guilliermond
ii 
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AS
V86 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria tenuissima 

AS
V87 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Wallemiom
ycetes 

Wallemiales Wallemiaceae Wallemia tropicalis 

AS
V88 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Russulales Peniophoraceae Peniophor
a 

albobadia 

AS
V89 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

leoncinii 

AS
V90 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Metschnikowiaceae Metschnik
owia 

cibodasensi
s 

AS
V91 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae Recurvom
yces 

mirabilis 

AS
V92 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella sinensis 

AS
V93 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Hypocreales_fam_In
certae_sedis 

Acremoniu
m 

persicinum 

AS
V94 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia byssoides 

AS
V95 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Russulales Peniophoraceae Peniophor
a 

albobadia 

AS
V96 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Stachybotryaceae Stachybotr
ys 

aloeticola 

AS
V97 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Cuniculitremaceae Kockovaell
a 

NA 

AS
V98 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Gloeophyllales Gloeophyllaceae Gloeophyll
um 

striatum 

AS
V99 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Bionectriaceae Clonostac
hys 

miodochiali
s 

AS
V10
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

modesta 

AS
V10
1 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Corticiales Corticiaceae Laetisaria arvalis 

AS
V10
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V10
3 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella oryzae 

AS
V10
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae NA NA 

AS
V10
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V10
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Capnodiaceae Leptoxyphi
um 

glochidion 

AS
V10
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Trichosporonales Trichosporonaceae Trichospor
on 

NA 

AS
V10
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Orbiliomyc
etes 

Orbiliales Orbiliaceae Dactylella arnaudii 

AS
V10
9 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V11
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

NA 
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AS
V11
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

NA 

AS
V11
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Capnodiales_fam_In
certae_sedis 

Diatractiu
m 

NA 

AS
V11
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V11
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria NA 

AS
V11
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Lasiodiplo
dia 

jatrophicola 

AS
V11
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V11
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Metschnikowiaceae Kodamaea ohmeri 

AS
V11
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

NA 

AS
V11
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V12
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

odontotermi
tis 

AS
V12
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Montagnulaceae NA NA 

AS
V12
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymosphaeriacea
e 

NA NA 

AS
V12
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria NA 

AS
V12
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae NA NA 

AS
V12
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Curvularia lunata 

AS
V12
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Phanerochaetaceae Phlebiopsi
s 

NA 

AS
V12
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Wallemiom
ycetes 

Wallemiales Wallemiaceae Wallemia sebi 

AS
V12
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Hannaella kunmingens
is 

AS
V12
9 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Exidiaceae Heterocha
ete 

shearii 

AS
V13
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Stachybotryaceae Memnoniel
la 

ellipsoidea 
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AS
V13
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V13
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Tremellaceae Cryptococ
cus 

aspenensis 

AS
V13
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Morosphaeriaceae Acrocalym
ma 

NA 

AS
V13
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Stagonosp
oropsis 

NA 

AS
V13
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V13
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Xylariales NA NA NA 

AS
V13
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V13
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Phaeosphaeriaceae NA NA 

AS
V13
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA 

AS
V14
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Lophiostomataceae Pseudolop
hiostoma 

NA 

AS
V14
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Glomerellales Plectosphaerellacea
e 

Gibellulop
sis 

chrysanthe
mi 

AS
V14
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V14
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Teratoram
ularia 

NA 

AS
V14
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Tremellaceae Cryptococ
cus 

dimennae 

AS
V14
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Microbotry
omycetes 

Sporidiobolales Sporidiobolaceae Rhodospor
idiobolus 

odoratus 

AS
V14
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V14
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Coremiopa
ssalora 

leptophleba
e 

AS
V14
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V14
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus stellatus 

AS
V15
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

dominicanu
m 
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AS
V15
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Dissoconiaceae Ramichlori
dium 

apiculatum 

AS
V15
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Xylariales NA NA NA 

AS
V15
3 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales NA NA NA 

AS
V15
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Colletoglo
eum 

NA 

AS
V15
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V15
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Stachybotryaceae Alfaria terrestris 

AS
V15
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

Caliciales Physciaceae NA NA 

AS
V15
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus NA 

AS
V15
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V16
0 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V16
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V16
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Xenosond
erhenia 

syzygii 

AS
V16
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporales_fam_I
ncertae_sedis 

Paradictyo
arthrinium 

tectonicola 

AS
V16
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V16
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V16
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymosphaeriacea
e 

Pseudopit
homyces 

rosae 

AS
V16
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Cuniculitremaceae Fellomyce
s 

mexicanus 

AS
V16
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Corticiales NA NA NA 

AS
V16
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V17
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 
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AS
V17
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Dothideales Aureobasidiaceae Aureobasi
dium 

namibiae 

AS
V17
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Dissoconiaceae Uwebrauni
a 

dekkeri 

AS
V17
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V17
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Auriculariaceae Auricularia cornea 

AS
V17
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Agaricales Psathyrellaceae Coprinopsi
s 

NA 

AS
V17
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Hymenochaetales Hymenochaetaceae Fuscopori
a 

NA 

AS
V17
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales NA NA NA 

AS
V17
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Xylariales Xylariaceae Hypoxylon griseobrunn
eum 

AS
V17
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V18
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V18
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Leotiomyc
etes 

Helotiales Helotiales_fam_Ince
rtae_sedis 

Amphobotr
ys 

ricini 

AS
V18
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Lophiostomataceae Pseudolop
hiostoma 

tropicum 

AS
V18
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V18
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Ganodermataceae Perennipor
ia 

NA 

AS
V18
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Dothideomycetes_ord
_Incertae_sedis 

Dothideomycetes_fa
m_Incertae_sedis 

Radulidiu
m 

epichloes 

AS
V18
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Neoascoc
hyta 

rosicola 

AS
V18
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Epicoccum NA 

AS
V18
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladospori
um 

austrohemi
sphaericum 

AS
V18
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia pseudobyss
oides 

AS
V19
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleraceae Bullera penniseticol
a 
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AS
V19
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymosphaeriacea
e 

Bimuria novae-
zelandiae 

AS
V19
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Tremellaceae Cryptococ
cus 

dimennae 

AS
V19
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymosphaeriacea
e 

Paraconiot
hyrium 

estuarinum 

AS
V19
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V19
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Pleosporaceae Curvularia ellisii 

AS
V19
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Cystobasid
iomycetes 

Erythrobasidiales Erythrobasidiaceae Erythrobas
idium 

yunnanens
e 

AS
V19
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Exidiaceae NA NA 

AS
V19
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V19
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V20
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Agaricales Schizophyllaceae Schizophyl
lum 

commune 

AS
V20
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae Teratosph
aeria 

NA 

AS
V20
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V20
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Hypocreales_fam_In
certae_sedis 

Acremoniu
m 

roseolum 

AS
V20
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Colletoglo
eum 

NA 

AS
V20
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae Devriesia NA 

AS
V20
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Trichocomaceae Xerochrysi
um 

xerophilum 

AS
V20
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V20
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Cystobasid
iomycetes 

Cystobasidiomycetes
_ord_Incertae_sedis 

Symmetrosporaceae Symmetro
spora 

vermiculata 

AS
V20
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V21
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Ganodermataceae Ganoderm
a 

lucidum 
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AS
V21
1 

NA NA NA NA NA NA NA 

AS
V21
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V21
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

NA 

AS
V21
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Cystobasid
iomycetes 

Cystobasidiomycetes
_ord_Incertae_sedis 

Buckleyzymaceae Buckleyzy
ma 

aurantiaca 

AS
V21
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V21
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae Zasmidium queenslandi
cum 

AS
V21
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae NA NA 

AS
V21
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Chaetothyriales NA NA NA 

AS
V21
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V22
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae Hyweljone
sia 

queenslandi
ca 

AS
V22
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Torulaceae Torula NA 

AS
V22
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V22
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V22
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V22
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales NA NA NA 

AS
V22
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Carcinomycetaceae Carcinomy
ces 

nordestinen
sis 

AS
V22
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V22
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Phaeosphaeriaceae Phaeodoth
is 

winteri 

AS
V22
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V23
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Neodevriesiaceae Neodevrie
sia 

modesta 
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AS
V23
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus gracilis 

AS
V23
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Leotiomyc
etes 

Helotiales Sclerotiniaceae Sclerotinia trifoliorum 

AS
V23
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V23
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Barriopsis NA 

AS
V23
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales NA NA NA 

AS
V23
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V23
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Dictyosporiaceae Neodendry
phiella 

mali 

AS
V23
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V23
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V24
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Glomerellales Glomerellaceae Colletotric
hum 

theobromic
ola 

AS
V24
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales NA NA NA 

AS
V24
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V24
3 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Rhynchogastremata
ceae 

Papiliotre
ma 

NA 

AS
V24
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacoz
yma 

dimennae 

AS
V24
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Exidiaceae Eichleriella tenuicula 

AS
V24
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Leotiomyc
etes 

Helotiales Helotiaceae Tricladium angustum 

AS
V24
7 

NA NA NA NA NA NA NA 

AS
V24
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricostil
bomycetes 

Agaricostilbales Agaricostilbaceae Sterigmato
myces 

halophilus 

AS
V24
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus sydowii 

AS
V25
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 
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AS
V25
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Leotiomyc
etes 

Helotiales Helotiaceae Articulosp
ora 

NA 

AS
V25
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Nectriaceae Fusarium chlamydosp
orum 

AS
V25
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Mycosphaerellaceae NA NA 

AS
V25
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Hysteriales Hysteriaceae Rhytidhyst
eron 

rufulum 

AS
V25
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V25
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V25
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V25
8 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V25
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V26
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales NA NA NA 

AS
V26
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V26
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Leptosphaeriaceae Plenodom
us 

NA 

AS
V26
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V26
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V26
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Diaporthales Valsaceae Allocryptov
alsa 

polyspora 

AS
V26
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V26
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Schizothyriaceae Zygophiala inaequalis 

AS
V26
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V26
9 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Agaricales Typhulaceae Typhula micans 

AS
V27
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymellaceae Stagonosp
oropsis 

trachelii 
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AS
V27
1 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Filobasidiales Filobasidiaceae Naganishi
a 

diffluens 

AS
V27
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V27
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Glomerellales Plectosphaerellacea
e 

Lectera longa 

AS
V27
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Tremellom
ycetes 

Tremellales Cryptococcaceae Kwoniella NA 

AS
V27
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Hypocreales_fam_In
certae_sedis 

Acremoniu
m 

charticola 

AS
V27
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Eurotiales Aspergillaceae Penicillium NA 

AS
V27
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V27
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Fomitopsidaceae Dacryobol
us 

sudans 

AS
V27
9 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Hymenochaetales Hymenochaetales_f
am_Incertae_sedis 

Resinicium NA 

AS
V28
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V28
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Didymosphaeriacea
e 

Spegazzini
a 

NA 

AS
V28
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V28
3 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Cystobasid
iomycetes 

Erythrobasidiales Erythrobasidiaceae Erythrobas
idium 

NA 

AS
V28
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V28
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

Caliciales Caliciaceae Dirinaria NA 

AS
V28
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

Ostropales Stictidaceae Stictis NA 

AS
V28
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V28
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V28
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V29
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Eurotiomyc
etes 

Chaetothyriales Trichomeriaceae Knufia NA 
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AS
V29
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V29
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V29
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Lophiostomataceae Flabellasc
oma 

cycadicola 

AS
V29
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V29
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V29
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V29
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales NA NA NA 

AS
V29
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA NA NA 

AS
V29
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Cladosporiaceae Toxicoclad
osporium 

NA 

AS
V30
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Hyphodermataceae Hyphoder
ma 

NA 

AS
V30
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V30
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V30
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Sporormiaceae Preussia persica 

AS
V30
4 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V30
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V30
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V30
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Myriangiales Myriangiaceae Myriangiu
m 

NA 

AS
V30
8 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V30
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V31
0 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 
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AS
V31
1 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Exidiaceae Exidia NA 

AS
V31
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Leotiomyc
etes 

Helotiales Chaetomellaceae Chaetomel
la 

raphigera 

AS
V31
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V31
4 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V31
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Meruliaceae Phlebia NA 

AS
V31
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Myrmecridiales Myrmecridiaceae Myrmecridi
um 

thailandicu
m 

AS
V31
7 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V31
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Myrmecridiales Myrmecridiaceae Myrmecridi
um 

sorbicola 

AS
V31
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Saccharom
ycetes 

Saccharomycetales Metschnikowiaceae Clavispora NA 

AS
V32
0 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V32
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales Ophiocordycipitacea
e 

NA NA 

AS
V32
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Hymenochaetales Schizoporaceae Oxyporus millavensis 

AS
V32
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V32
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales NA Parapyren
ochaeta 

acaciae 

AS
V32
5 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V32
6 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Podoscyphaceae NA NA 

AS
V32
7 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Polyporales Polyporaceae NA NA 

AS
V32
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

AS
V32
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Venturiales Sympoventuriaceae Ochroconi
s 

NA 

AS
V33
0 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

Auriculariales Exidiaceae NA NA 
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AS
V33
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

NA NA NA NA 

AS
V33
2 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Lecanorom
ycetes 

Ostropales Stictidaceae Cryptodisc
us 

epicladonia 

AS
V33
3 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Capnodiales Teratosphaeriaceae NA NA 

AS
V33
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V33
5 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V33
6 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V33
7 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V33
8 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Microascales Graphiaceae Graphium NA 

AS
V33
9 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Dothideom
ycetes 

Pleosporales Periconiaceae Periconia NA 

AS
V34
0 

Fun
gi 

NA NA NA NA NA NA 

AS
V34
1 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

Sordariom
ycetes 

Hypocreales NA NA NA 

AS
V34
2 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V34
3 

Fun
gi 

Basidio
mycota 

Agaricomy
cetes 

NA NA NA NA 

AS
V34
4 

Fun
gi 

Ascom
ycota 

NA NA NA NA NA 

 

Tabla 8. Asignación taxonómica de ASV’s de secuencias del gen 16S 

ASV 
Kingd
om Phylum Class Order Family Genus Species 

ASV
1 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Moraxellacea
e 

Acinetobacte
r apis 

ASV
2 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales NA NA NA 

ASV
3 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

paucimobili
s 

ASV
4 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

psychrotol
erans 
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ASV
5 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales NA NA NA 

ASV
6 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Bombella NA 

ASV
7 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

psychrotol
erans 

ASV
8 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae NA NA 

ASV
9 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
10 

Bacte
ria Firmicutes Bacilli 

Lactobacillal
es 

Lactobacillace
ae Lactobacillus apinorum 

ASV
11 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae Gilliamella NA 

ASV
12 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

phyllospha
erae 

ASV
13 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Moraxellacea
e 

Acinetobacte
r apis 

ASV
14 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales NA NA NA 

ASV
15 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria NA NA NA NA 

ASV
16 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
17 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
18 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae NA NA 

ASV
19 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
20 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
21 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 

Methylobact
erium-
Methylorubr
um aerolatum 

ASV
22 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 

Methylobact
erium-
Methylorubr
um brachiatum 

ASV
23 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Burkholderia
les 

Oxalobacterac
eae 

Candidatus 
Profftella NA 

ASV
24 

Bacte
ria 

Actinobact
eriota Actinobacteria 

Micrococcale
s 

Intrasporangia
ceae Knoellia NA 

ASV
25 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Burkholderia
les 

Oxalobacterac
eae 

Candidatus 
Profftella NA 
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ASV
26 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Morganellace
ae 

Arsenophonu
s symbiont 

ASV
27 

Bacte
ria Firmicutes Bacilli 

Lactobacillal
es 

Lactobacillace
ae Lactobacillus apinorum 

ASV
28 

Bacte
ria 

Actinobact
eriota Actinobacteria 

Micrococcale
s 

Microbacteria
ceae 

Curtobacteri
um NA 

ASV
29 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Bombella NA 

ASV
30 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae NA NA 

ASV
31 

Bacte
ria 

Actinobact
eriota Actinobacteria 

Micrococcale
s 

Micrococcace
ae Micrococcus luteus 

ASV
32 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
33 

Bacte
ria 

Acidobacte
riota Acidobacteriae 

Acidobacteri
ales 

Acidobacteria
ceae 
(Subgroup 1) Terriglobus NA 

ASV
34 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales NA NA NA 

ASV
35 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 1174-901-12 NA 

ASV
36 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

psychrotol
erans 

ASV
37 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 

Methylobact
erium-
Methylorubr
um currus 

ASV
38 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae Gilliamella NA 

ASV
39 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

pseudosan
guinis 

ASV
40 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 1174-901-12 NA 

ASV
41 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
42 

Bacte
ria Firmicutes Bacilli 

Lactobacillal
es 

Lactobacillace
ae Lactobacillus apinorum 

ASV
43 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae NA NA 

ASV
44 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

yunnanensi
s 

ASV
45 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s NA 

ASV
46 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Asaia bogorensis 

ASV
47 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 
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ASV
48 

Bacte
ria Firmicutes Bacilli 

Lactobacillal
es 

Lactobacillace
ae Lactobacillus apinorum 

ASV
49 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Burkholderia
les 

Oxalobacterac
eae 

Candidatus 
Profftella NA 

ASV
50 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae 

Rosenbergiell
a nectarea 

ASV
51 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Bombella NA 

ASV
52 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae 

Phaseolibact
er NA 

ASV
53 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s adhaesiva 

ASV
54 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
55 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
56 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Morganellace
ae 

Arsenophonu
s NA 

ASV
57 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Caulobactera
les 

Caulobacterac
eae 

Brevundimon
as NA 

ASV
58 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

reptilivoro
us 

ASV
59 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Xanthobacter
aceae NA NA 

ASV
60 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae 

Commensalib
acter NA 

ASV
61 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales Rhizobiaceae Aureimonas NA 

ASV
62 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae Gilliamella NA 

ASV
63 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 1174-901-12 NA 

ASV
64 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Enterobacteri
aceae NA NA 

ASV
65 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Enterobacteri
aceae NA NA 

ASV
66 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Bombella intestini 

ASV
67 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s NA 

ASV
68 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria Orbales Orbaceae Orbus NA 

ASV
69 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s adhaesiva 

ASV
70 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria NA NA NA NA 
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ASV
71 

Bacte
ria 

Actinobact
eriota Acidimicrobiia 

Microtrichal
es 

Ilumatobacter
aceae 

CL500-29 
marine group NA 

ASV
72 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
73 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales Rhizobiaceae Aureimonas ureilytica 

ASV
74 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Enterobacteri
aceae NA NA 

ASV
75 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae NA NA 

ASV
76 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s NA 

ASV
77 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Acetobacter
ales 

Acetobacterac
eae Bombella intestini 

ASV
78 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
79 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
80 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
81 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
82 

Bacte
ria Firmicutes Bacilli 

Lactobacillal
es 

Lactobacillace
ae Lactobacillus quenuiae 

ASV
83 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Burkholderia
les 

Oxalobacterac
eae 

Candidatus 
Profftella NA 

ASV
84 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria Rhizobiales 

Beijerinckiace
ae 

Methylobact
erium-
Methylorubr
um NA 

ASV
85 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

psychrotol
erans 

ASV
86 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
87 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Burkholderia
les 

Oxalobacterac
eae 

Candidatus 
Profftella NA 

ASV
88 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

phyllospha
erae 

ASV
89 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Alphaproteoba
cteria 

Sphingomon
adales 

Sphingomona
daceae 

Sphingomona
s 

endophytic
a 

ASV
90 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales Erwiniaceae NA NA 

ASV
91 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria NA NA NA NA 

ASV
92 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 
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ASV
93 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 

ASV
94 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s 

songnenen
sis 

ASV
95 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Enterobacter
ales 

Enterobacteri
aceae NA NA 

ASV
96 

Bacte
ria 

Proteobact
eria 

Gammaproteob
acteria 

Pseudomona
dales 

Pseudomonad
aceae 

Pseudomona
s NA 
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