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RESUMEN

La abeja sin aguijon Melipona beecheii, 0 abeja maya, ha sido utilizada desde la civilizacion
Maya y continda siendo importante en la actualidad. Se cria en pequefios cobertizos
(meliponarios) que albergan colonias de abejas, una practica conocida como meliponicultura.
Esta practica tradicional enfrenta desafios por la reduccion dramatica de las areas de
vegetacion restringiendo las fuentes de alimento para las abejas. La disminucion de las fuentes
de polen y néctar, asi como la pérdida de interacciones poco consideradas como las que
ocurren entre recursos florales, microorganismos, abejas y alimento almacenado, podrian
conducir al colapso rapido de las colonias. En la peninsula de Yucatan, se han identificado mas
de 900 especies de plantas importantes para la produccion de miel, clasificadas en 81 familias
y 332 géneros. Adicionalmente, se han encontrado microorganismos en el polen y néctar que
visitan las abejas, en los intestinos de las abejas y en el alimento almacenado dentro de sus
nidos. Sin embargo, nuestro conocimiento sobre cudles son las fuente de alimento de polen y
néctar mas importantes para las abejas es escaso y tampoco se entiende la relaciéon entre la
diversidad del polen con la abundancia de microorganismos presentes en distintos
compartimientos esenciales para la alimentacion de las abejas. El objetivo de esta tesis fue
analizar mediante enfoques melisopalinolégicos y microbiolégicos, el comportamiento de
recolecciéon de polen y la relacion entre la abundancia de bacterias y levaduras con la
diversidad de polen entre el pan de abeja, miel e intestinos en muestras de ocho meliponarios
en el estado de Yucatan. Los resultados mostraron que en el pan de abeja hubo 21 tipos de
polen de 8 familias botanicas, en la miel 32 tipos de 16 familias y en los intestinos 5 tipos
polinicos de 4 familias. Las especies méas importantes fueron Bursera simaruba, Bursera
schlechtendalii, Cochlospermum vitifolium, Lonchocarpus punctatus y Senna racemosa en pan
de abeja; Alternanthera ramosissima, B. simaruba, B. schlechtendalii, C. vitifolium, L. punctatus,
Mimosa bahamensis, Psidium guajava, S. racemosa y Solanum americanum en miel; y S.
racemosa, seguida de B. simaruba y A. ramosissima en los intestinos. En cuanto a los
microorganismos, el pan de abeja y los intestinos tuvieron la mayor abundancia de células
microbianas. Las bacterias fueron més abundantes en el pan de abeja, mientras que las
levaduras lo fueron en el intestino. La miel, por el contrario, present6 la menor abundancia de
microorganismos. La relacion general entre las células microbianas y la abundancia de polen
para pan de abeja, miel e intestinos, es que la abundancia de polen influye positivamente en la
abundancia de levaduras, pero negativamente, aunque ligeramente, en la abundancia de
bacterias. Las especies que detonan esta relacibn son A. ramosissima y B. simaruba,
promoviendo la abundancia de levaduras y, S. racemosa y B. schlechtendalii restringiendo la
de bacterias. Los resultados son importantes para la conservacion de la abeja maya y brindan

informacion valiosa para la conservacion de la meliponicultura.




ABSTRACT

The stingless bee, Melipona beecheii, also known as the Mayan bee, has been used since the
time of the Mayan civilization and continues to be important today. It is farmed in small sheds
(meliponaries) that house colonies of bees, a practice referred to as meliponiculture. This
traditional practice is challenged by the significant loss of vegetation areas, restricting food
sources for bees. Reduced availability of pollen and nectar, along with the loss of poorly
understood interactions between floral resources, microorganisms, bees, and nest-stored food,
could lead to rapid colony collapse. In the Yucatan Peninsula, over 900 plant species important
for honey production have been identified, classified into 81 families and 332 genera.
Microorganisms have been found in pollen and nectar that bees use, in the guts, of bees, and in
food stored in bee nests. However, our understanding of which pollen types are most important
to bees is limited, and the relationship between pollen and microorganisms in compartments
essential for bee feeding remains unclear. The aim of this thesis was to analyze the diversity of
pollen collected by M. beecheii, and to explore the relationship between the abundance of
bacteria and yeasts and the diversity of pollen in beebread, honey, and bee guts. This analysis
utilized melissopalynological and microbiological methods, with samples taken from eight
meliponaries in the state of Yucatan. The study identified 21 types of pollen from 8 botanical
families in beebread, 32 types from 16 families in honey, and 5 types of pollen from 4 families in
guts. The most significant pollen species found in beebread included Bursera simaruba, Bursera
schlechtendalii, Cochlospermum vitifolium, Lonchocarpus punctatus and Senna racemosa. In
honey, key species included Alternanthera ramosissima, B. simaruba, B. schlechtendalii, C.
vitifolium, L. punctatus, Mimosa bahamensis, Psidium guajava, S. racemosa and Solanum
americanum. In the guts, S. racemosa was the most important, followed by B. simaruba and A.
ramosissima. Regarding microorganisms, beebread and gut contents exhibited the highest
abundance of microbial cells. Bacteria were more abundant in beebread, while yeasts were
more prevalent in the gut. Honey, on the other hand, had the lowest abundance of
microorganisms. The relationship between the abundance of microbial cells and pollen indicated
that pollen positively influenced yeast abundance, but negatively affected bacteria. Pollen
species that promoted yeast abundance included A. ramosissima and B. simaruba, while S.
racemosa and B. schlechtendalii decreased bacteria abundance. These findings are meaningful
for the conservation of the Maya bee and provide valuable insights for the preservation of

meliponiculture.
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En la peninsula de Yucatan, se han identificado mas de 900 especies de plantas consideradas
meliferas, agrupadas en 81 familias y 332 géneros, aprovechadas por los polinizadores, entre
ellos las abejas nativas sin aguijén. En general, se han reportado 17 especies de abejas sin
aguijon en esta region (Ayala, 1999), e histéricamente la especie Melipona beecheii ha sido
aprovechada desde la civilizacion maya hasta la actualidad. Su aprovechamiento y crianza se
centra en las comunidades rurales que les genera ingresos Yy fortalece su economia familiar

(Gonzalez-Acereto et al., 2006).

En el estado de Yucatan, existen mas de mil meliponicultores dedicados a esta actividad,
combinada principalmente con la agricultura (Gonzalez-Acereto et al., 2006). La mayor cantidad
de meliponarios con colonias de M. beecheii se encuentran dentro de las comunidades rurales
rodeadas por remanentes de selva baja caducifolia y selva mediana subcaducifolia, asi como
de areas de uso agricola (Gonzalez-Acereto et al., 2008). Las abejas colectan polen y néctar de
especies arbdreas, arbustivas y herbaceas. Antes de ser consumido, el polen almacenado por
las abejas pasa por un proceso de transformacion a pan de abeja y el néctar en miel. Las
condiciones propias de sus nidos y la accién de diversos microorganismos se ven involucradas
en dichos procesos, ademas, juegan un papel importante en la salud de la abeja y son

fundamentales para su supervivencia (Olofsson y Vazquez, 2008; Gilliam, 1979).

Durante la transformacion del polen a pan de abeja y del néctar a miel se ven involucradas
diversas bacterias y levaduras, las cuales, de acuerdo con el tipo de ambiente presentan
diferentes abundancias. Especies particulares de granos de polen podrian ser un factor que
favorece la abundancia de estos microorganismos (Caycedo et al., (2021; Power et al., 2009).
El estudio de los granos de polen a través de la melisopalinologia permite determinar las
especies vegetales de las cuales las abejas obtienen sus recursos. En Yucatan, existen mas
900 especies vegetales de importancia apicola, sin embargo, debido a la creciente
urbanizacion, el incremento de las areas de monocultivo, el uso indiscriminado de agroquimicos
y las sequias prolongadas han provocado la reduccion de la vegetacion natural, afectando la
disponibilidad de recursos de polen y néctar para M. beecheii. Por lo anterior, los objetivos de
este estudio fueron a) documentar la diversidad de tipos polinicos presentes en las muestras de
pan de abeja, miel y aparato digestivo de M. beecheii y determinar cuéles son las especies que

aportan polen y néctar a las colonias de abejas establecidas en meliponarios tradicionales del
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estado de Yucatan, esto a través de los andlisis melisopalinologicos; b) indicar a través de
métricas de diversidad el comportamiento de colecta de polen y néctar de la abeja; c) analizar
la composicién y abundancia de los tipos polinicos contenidos en el pan de abeja, miel y
aparato digestivo; d) estimar y comparar la abundancia de bacterias y levaduras en el pan de
abeja, miel y aparato digestivo de M. beecheii en preparaciones fijas de microscopia; y e)
analizar la relacién entre la abundancia de bacterias y levaduras con la composicion de
especies de granos de polen presentes en el pan de abeja, miel y aparato digestivo de M.
beecheii. Los resultados obtenidos permitirAn ampliar lo que se sabe sobre las especies
vegetales que visitan estas abejas para obtener polen y néctar en Yucatan, y permitira a los
meliponicultores cultivar y mantener las especies néctar-polinifera resultantes de los analisis
del pan de abeja y mieles de sus meliponarios, para que les permita mantener el desarrollo y la
sanidad de las colonias de M. beecheii. Por otro lado, los resultados sobre la relacion de la
composicion y abundancia de polen con la abundancia microbiana, contribuird al conocimiento
para entender aspectos sobre la dinamica entre esta relacion, y conocer como afectan las
especies polinicas sobre los microorganismos asociados al pan de abeja, miel y aparato
digestivo.
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ANTECEDENTES
1.1. Vegetacion del estado de Yucatan

La vegetacion, es el conjunto de plantas que crecen en un area geografica, incluyendo diversas
formas de crecimiento y tamafios (arboles, arbustos, hierbas y trepadoras) (Trejo-Torres, 2014;
Miranda, 1958). La vegetacion natural de la peninsula de Yucatan tiene selvas muy variadas
desde muy bajas hasta muy altas y su verdor y desarrollo dependen de la disponibilidad de
agua (Miranda 1958). Muchos arboles y arbustos tiran sus hojas para conservar agua durante
la época de escases de lluvias. En general, el clima de la region varia de acuerdo con la
frecuencia y la cantidad de agua que cae, y se distinguen dos periodos a lo largo del afio: el
primero corresponde a la temporada de lluvias que se da en los meses de mayo a septiembre,
y el segundo a la temporada de sequia en los meses de octubre a abril (Trejo-torres, 2014;
Miranda, 1958). Las caracteristicas climaticas, edéficas y las especies vegetales de un area
determinada, conforman las comunidades vegetales. En la region, se han descrito
comunidades de selvas bajas caducifolias, pastizales, dunas costeras, manglares, selvas
medianas subperennifolias y selvas medianas subcaducifolias, entre otras (Duran y Méndez,
2010; Flores et al., 2010, Miranda, 1958).

De acuerdo con la clasificacion climatica de Képpen (1936), la peninsula de Yucatan presenta
un clima calido subhuimedo (Aw) con una temperatura media anual superior a 22 °C y una
precipitacién anual que varia entre los 700 y 1500 mm, con lluvias durante la temporada de
verano. Se presenta una riqueza taxondémica de plantas vasculares de 2,329 especies
agrupadas en 956 géneros y 161 familias, donde las familias mas importantes son las
Fabaceae, Poaceae, Asteraceae, Orchidaceae y Euphorbiaceae con 230, 216, 147, 132 y 113
taxones, respectivamente (Duno et al., 2018; Carnevali, et al., 2010). En el estado de Yucatan,
se han reportado aproximadamente 1,584 especies de plantas, siendo 11 endémicas
(Villasefior et al., 2014). Son dominantes los tipos de vegetacion de selva baja caducifolia y
selva mediana subcaducifolia. La primera abarca una extension aproximada de 20,000 km?,
responde a una precipitaciéon promedio anual que va de 728 a 1000 mm y a una temperatura
promedio que oscila entre 26 y 27.6 °C. Esta conformada por arboles que no rebasan los 12 m
de altura, se desarrolla sobre suelos calcareos con afloramientos de rocas y con un estrato muy

delgado con una profundidad promedio de 7 cm. Las especies abundantes son Bucida buceras
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(L.) C. Wright, Bursera simaruba (L.) Sarg., Calyptranthes pallens Griseb., Cenostigma gaumeri
(Greenm.) Gagnon & G. P. Lewis., Coccothrinax readii H. J. Quero, Croton reflexifolius Kunth,
Eugenia axillaris (Sw.) Willd., Gymnanthes lucida Sw., Gymnopodium floribundum Rolfe,
Jatropha gaumeri Greenm., Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, ssp. Leucocephala,
Lonchocarpus rugosus Benth., Lysiloma latisiliquuim (L.) Benth, Mimosa bahamensis Benth.,
Piscidia piscipula (L.) Sarg., Pithecellobium keyense Britton, Plumeria obtusa L., Plumeria rubra
L., entre otros. La selva mediana subcaducifolia presenta una extension aproximada de 29,309
km?, responde a una precipitaciéon entre 1078 y 1220 mm al afio y a una temperatura media
anual de 25.9 a 26.6 °C. Presenta un estrato arbdreo cuya altura promedio oscila entre 10 y 15
m, y en la época de secas de 50 a 75 % de sus arboles dejan caer sus hojas. Se desarrolla
sobre suelos pedregosos, pero que contienen una delgada capa de materia organica. Entre las
especies caracteristicas de esta selva se encuentran los arboles mas corpulentos de la flora de
Yucatan: Enterolobium cyclocarpum Griseb., Ceiba pentandra (L.) Gaertn., y algunas especies
de Ficus. Entre los mas abundantes se encuentran B. buceras, B. simaruba, Byrsonima
bucidifolia Standl., C. gaumeri, Cochlospermum vitifolium (Willd.) Spreng., Coulteria cubensis
(Greenm.) Sotuyo & G. P. Lewis, Cedrela odorata L., Coccothrinax readii, Cordia dodecandra
DC., Gymnanthes lucida Sw., G. floribundum, Gliricidia maculata (Kunth) Kunth ex Walp., L.
rugosus, L. latisiliquuim, M. bahamensis, Manilkara zapota (L.) P. Royen, Mastichodendron
foetidissimum (Jacg.) H. J. Lam, Metopium brownei (Jacq.) Urb., P. piscipula, Psidium
sartorianum (O. Berg) Nied., Handroanthus chrysanthus (Jacq.) S. O. Grose, Vachellia
cornigera (L.) Seigler & Ebinger y Vitex gaumeri Greenm (Miranda, 1958). Diversas especies

gue conforman a estos tipos de vegetacion han sido clasificadas como meliferas.
1.2. Flora meliferay diversidad polinica del estado de Yucatan

La flora melifera o apicola, es el conjunto de especies vegetales que producen elementos o
sustancias que las abejas colectan para su alimentacion (Velandia et al., 2012). En la region, se
han identificado mas de 900 especies de plantas consideradas meliferas, agrupadas en 81
familias y 332 géneros (CONABIO, 2018). Esta flora ha sido clasificada como plantas
poliniferas, nectariferas y néctar-poliniferas con formas de crecimiento vegetal arborea,
arbustiva, herbacea y trepadora. Las poliniferas son aquellas que las abejas utilizan
principalmente como fuentes de polen, las nectariferas de las que obtienen el néctar y las
néctar-polinifera son aquellas plantas que producen tanto polen y néctar que aprovechan las
abejas (Reyes y Rodriguez, 2005). En su conjunto, favorece la diversidad de tipos polinicos

presentes en el area. Algunas especies importantes son B. simaruba, Cochlospermum
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vitifolium, G. floribundum, P. piscipula, Senna racemosa (Mill.) H.S. Irwin & Barneby var.
racemosa, Viguiera dentata (Cav.) Spreng. var. dentata, entre otros (Villanueva-Gutiérrez et al.,
2018). La familia mas abundante y estudiada en la regién es Fabaceae, con 236 especies 'y 78
géneros (Duno de Stefano et al., 2018), la cual ha sido reportada como una de las familias mas
importantes en México que incluye plantas poliniferas y nectariferas (Ortiz Reyes et al., 2022;
Lépez-Roblero et al., 2021; Ramirez-Arriaga et al., 2018, 2016; Roubik y Villanueva-Gutiérrez,
2009; Martinez-Hernandez et al., 1993). Esta flora es fundamental para la apicultura. Esta
actividad en México es una de las principales actividades economicas dentro del sector
agropecuario, ya que se encuentra entre los diez paises mas importantes en produccion de
miel a nivel mundial, posicionandose en el noveno lugar en 2017 (Baena-Diaz et al., 2022).
Factores como el clima, suelo y el néctar de las plantas que colectan las abejas, hacen que la
miel producida en la peninsula de Yucatan presente caracteristicas organolépticas superiores a

las de otras regiones y destaque en el mercado internacional (Alfaro et al., 2010).
1.3. Interaccion planta-abeja

La interaccion planta-polinizador es considerada como una de las interacciones mas
particulares y complejas que existen. Son cruciales para la conservacion y el funcionamiento
del ecosistema (Pacini et al., 2008). La mayoria de las plantas dioicas necesitan de un agente
polinizador para transportar el polen de una flor a otra, y las abejas son las especies idoneas ya
gue son muy activas y visitan un gran numero de flores. A través de la historia, las plantas han
desarrollado mecanismos de atraccion (flores de colores llamativos, la forma, estructura y
textura de la flor, aromas) y recompensa (polen, néctar y resinas) que ha permitido establecer
una fuerte asociacion con las abejas (Pacini et al., 2008; Niemeyer y Teiller, 2007). A cambio,
las abejas proveen de servicios de polinizaciébn que permite mantener la continuidad de las
poblaciones de las plantas. Las abejas de la subfamilia Apinae, han desarrollado estructuras
especializadas como la corbicula o canasta de polen que les sirven para colectar y transportar
de manera mas eficiente el polen a la colmena. De manera indirecta, parte del polen se queda
adherido y es transportado hacia otras flores que visita la abeja, favoreciendo la polinizacion
cruzada. Aproximadamente la mitad de los animales que polinizan las plantas son abejas que
han establecido interdependencia simbidtica con la flora nativa (Proctor et al.,1996; Martinez-
Herndndez et al., 1993). Las abejas visitan determinadas especies y de acuerdo con los
taxones y familias que visita, pueden ser clasificadas como monoléctico, oligoléctico y
poliléctico. Monoléctico se refiere a las abejas que forrajean pocas especies de plantas dentro

del mismo género para obtener polen y néctar; oligoléctico se aplica a abejas que se limitan a
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unas pocas especies de plantas de diferentes géneros, pero de la misma familia, y poliléctico
corresponde a las abejas que forrajean para obtener polen y néctar de diversas especies de
plantas de diferentes familias botanicas (Proctor et al., 1996). A través de los estudios
melisopalinoldgicos, podemos conocer las especies de plantas que forrajean o visitan las
abejas para obtener polen y néctar, y conocer el comportamiento de colecta de recursos de las

abejas.
1.4. Estudios melisopalinolégicos

La melisopalinologia, es el area de la palinologia que se encarga del estudio de los granos de
polen contenido en las mieles, alimento larval, cargas de polen, propéleo y resinas; permite
determinar la diversidad o la variedad de tipos polinicos contenidos en las muestras a través de
la descripcion de las caracteristicas morfolégicas de la pared del polen (Von Der Ohe et al.,
2004; Herrero et al., 2002). Los estudios melisopalinoldégicos son importantes ya que permiten
conocer cudles son las especies importantes que visitan las abejas, como cambian las
especies dependiendo de la estacion del afio, del tipo de vegetacion circundante al meliponario,
vegetacion secundaria, y presencia de cultivos; ademdas, ayudan a calcular la riqueza,
diversidad y su origen botanico (Castellanos-Potenciano, 2012; Ramirez-Arriaga et al., 2011;
Martinez-Hernandez et al., 1993).

En México, los andlisis melisopalinolégicos se iniciaron en la década de los ochenta, y
estuvieron centrados en la abeja Apis mellifera por su importancia en la actividad agropecuaria;
a partir de la década de los noventa, se incrementaron notablemente estos estudios hacia
abejas nativas. Se han realizado diversos estudios melisopalinoldgicos en el polen
almacenado, mieles y cargas de polen de A. mellifera y abejas nativas, lo anterior, con la
finalidad de conocer las especies de vegetales de las que obtienen polen y néctar. En el cuadro
1, se muestran algunos trabajos de melisopalinologia realizados en distintos estados de

México.
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Cuadro 1.1. Estudios melisopalinolégicos en México.

Estado Abeja Especies botanicas

Chiapas Nannotrigona 54 especies pertenecientes a 31 Martinez-
testaceicornis, familias botanicas en mieles, cargas Hernandez et al.,
Plebeia sp., de polen y alimento larval durante un 1993
Scaptotrigona periodo anual. Taxa de importancia:
mexicana y Trigona  Ageratum houstonianum Mill.,
(Tetragonisca) Alchornea latifolia  Sw., Citrus
angustula limonia (L.) Osbeck, Coffea arabica

y Trema micrantha (L) Blume.
Oaxaca Apis mellifera 29 familias en mieles. Taxa de Ramirez-Arriaga

Peninsula de
Yucatan

Puebla

Quintana
Roo

A. mellifera

A. melliferay S.
mexicana

Melipona beecheii

importancia:  Bursera  simaruba,
Clethra mexicana DC., Cordia
alliodora (Ruiz & Pav.) Cham,,
Lonchocarpus sp., Mangifera indica
L., Miconia argentea, Orbignya
cohune (Mart.) Dahlgren ex Standl.,

Quercus sp., Heliocarpus
donnellsmithii y Ceiba sp.
Mas de 40 tipos polinicos

pertenecientes a mas de 28 familias
botanicas en mieles.

14 especies botanicas en mieles A.
mellifera y 24 especies en mieles de
Scaptotrigona mexicana.

Taxa de importancia: Ageratum
houstonianum Mill.  (Asteraceae),
Bursera sp., B. simaruba.
(Burseraceae), Coffea arabica L.
(Rubiaceae), Heliocarpus
donnellsmithii Rose (Tiliaceae,
Miconia  argentea  (Sw.) DC.

Melastomataceae, Muntingia spp.
(Tiliaceae), Pimenta dioica (L.) Merr.
(Myrtaceae, Quercus sp. Fagaceae
y Vernonia sp. (Asteraceae).

32 especies en polen almacenado.
Familias importantes: Bixaceae,
Burseraceae, Fabaceae, Myrtaceae
y Solanaceae. Taxa de importancia:
B. simaruba, Cochlospermum
vitifolium, Euphorbia sp., Gliricidia
sepium (Jacqg.) Kunth ex Walp.,,
Metopium brownei (Jacq.) Urb.,

etal., 2011

Ramos-Diaz et
al., 2015; Alfaro
et al., 2010

Ramirez-Arriaga
y Martinez-
Hernandez, 2007

Villanueva-
Gutiérrez et al.,
2018
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Region
Centroy
Norte de
Guerrero
(Tixtla de
Guerrero)

Tabasco

A. mellifera

A. mellifera

Pouteria reticulata (Engler) Eyma
ssp. reticulata, P. guajava, Solanum
sp., Senna sp., Thrinax radiata Lodd.
ex Schult. & Schult. f. y Viguiera
dentata.

Region  Centro: 30  especies
pertenecientes a 20 familias
botanicas en mieles y 17 especies
pertenecientes a 13 familias en
cargas de polen. Taxa de
importancia: Cosmos  sulphureus
Cav., Dyssodia papposa (Vent.)
Hitchc., Heliocarpus donnellsmithii,
Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit, ssp. Leucocephala, Paullinia
sp., Tithonia tubaeformis (Jacq.)
Cass. y Quercus sp.

En la region Norte: 24 especies
pertenecientes a 14 familias
botanicas en mieles. Taxa de
importancia: C. sulphureus, T.
tubaeformis y Vernonia sp.

47 especies pertenecientes a 25
familias  botanicas. Taxa de
importancia:  Citrus sp., Cocos
nucifera L., Mimosa sp., Mimosa
orthocarpa Spruce ex Benth,,
Psidium guajava L., Acalypha sp., B.
simaruba, Cecropia obtusifolia
Bertol., Celtis sp., Heliocarpus sp.,
Mimosa albida Humb. & Bonpl. ex
Willd., Piper sp. y Quercus sp.

Ramirez-Arriaga
et al., 2016

Cérdova-Cordova
et al., 2013
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Para documentar cuales son las especies vegetales que forrajean las abejas, se realizan las
identificaciones y conteos de los granos de polen contenidos en las muestras de pan de abeja,
mieles, propodleo, entre otros, y de acuerdo con sus frecuencias se clasifican como polen
predominante (cuando un tipo polinico presenta porcentajes igual o mayor al 45 % del total de
los tipos polinicos encontrados en la muestra), polen secundario (16-45 %), polen de menor
importancia (3-15 %) y polen menor (< 3 %) (Louveaux et al.,1978). Estas abundancias son
importantes para determinar la importancia de las especies vegetales de las que obtienen polen
y néctar, y poder caracterizar el origen botanico de las mieles. Las mieles son caracterizadas
como miel monofloral (cuando en la miel un tipo polinico predomina presentando un porcentaje
mayor o igual al 45 % del total de los tipos polinicos encontrados), bifloral (cuando dos tipos de
polen tuvieron porcentajes secundarios 16-45 %) y multifloral (cuando tres o mas tipos polinicos
presentaron porcentajes mayores al 10 %) (NOM-004-SAG/GAN-2018).

1.5. indice de diversidad Shannon y Weaver (1949) y uniformidad (Pielou, 1977)

En melisopalinologia, los analisis de diversidad son importantes porque permiten conocer la
composicion de las especies vegetales y proporciona una medida cuantitativa, lo que es
fundamental para entender la complejidad de la comunidad vegetal que pecorean las abejas
para obtener polen y néctar. Permite evaluar cambios en la diversidad de especies vegetales y
conocer las estrategias de pecoreo de la abeja. En los andlisis melisopalinol6gicos se emplean
los indices de diversidad de Shannon y Weaver (1949) y el indice de uniformidad (Pielou,
1977).

El indice de diversidad Shannon y Weaver (1949) (H’) permite cuantificar la riqueza de los tipos
polinicos presentes en las muestras de miel, polen almacenado, propéleo etc., considera la
variedad de los tipos polinicos y la proporciébn en la que se presentan. Proporciona una

informacion mas clara sobre la complejidad vegetal, a través de la formula:
M
H'=-% pi-In pi,

Donde:

n = namero de individuos de todas las especies

i=1

pi = proporcién de individuos de cada especie respecto al total

In = logaritmo natural
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H" = resultado de la ecuacion que normalmente varia entre 0.5 y 5. Menor a 2 es bajo y mayor

a 3 es alto con relacion a diversidad.

El indice de uniformidad (Pielou, 1977) (J’), mide la proporcion de la diversidad observada con
relacion a la maxima diversidad esperada, sus valores van de 0 a 1, de forma que 1
corresponde a situaciones dénde todas las especies son igualmente abundantes. Nos indica el
probable comportamiento de forrajeo, cuando los valores de J' son cercanos a cero indican un
forrajeo heterogéneo (no todas las especies son igual de abundantes) o que obtuvieron sus
recursos de diversas especies vegetales dentro de las cuales algunas son de mayor
importancia, por el contrario, cercanos a 1 indican que los recursos se explotan de forma
homogénea (todas las especies son igual de abundantes) o que forrajea de diversas especies

siendo todas igual de importantes.

Uniformidad J' = H'/H’ max, donde H’ es la diversidad de Shannon y Weaver y H max es el

logaritmo natural del nimero total de tipos polinicos presentes en las muestras.
1.6. Morfologia del polen

El polen es un elemento importante en la dieta de las abejas. Aporta proteinas, lipidos y
vitaminas, los cuales varian dependiendo de la especie vegetal (Yang et al., 2013). El término
polen proviene del latin pollen-inis que significa “polvo muy fino”. Se forma en los estambres de
la planta a partir de una célula madre que, a través de divisiones meidticas, daran origen a los
granos de polen mediante el proceso de la microsporogénesis. La microsporogénesis puede
ser de dos tipos: sucesiva o simultdnea. En la microsporogénesis sucesiva la célula madre
pasa por un proceso de meiosis | en la cual ocurre divisién del nicleo y el citoplasma, y esta
divisién da origen a dos células separadas por paredes de calosa. Posteriormente, ocurre una
segunda meiosis que dara origen a cuatro células divididas por la pared calosa y daran origen a
cuatro granos de polen unidos en forma de tétrada tetragonal. En la microsporogénesis
simultdnea durante la meiosis | ocurre la division del nucleo y el citoplasma, sin embargo, no se
forma la pared de calosa. Al final de la meiosis Il se forma la pared que divide a las monadas o
granos de polen, dando origen a granos unidos en forma de tétrada tetraédrica. Durante el
desarrollo del polen, las células tapetales cumplen con funciones importantes como la de
proveer nutrientes a las microesporas (polen en desarrollo), ademas, participan en la formacion
de la pared del polen, formacién del polen kit y afiaden moléculas en la pared responsables de

la incompatibilidad esporofitica (Lain, 2004; Pacini, 1990). Una vez maduro el polen, durante la
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antesis son liberados en forma de tétradas, monadas individuales, polinias, poliadas u otra
agregacion, ya sea unidos por hilos de vicina o polen kit. Los granos de polen seran
trasportados hasta el estigma receptivo de las plantas por medio de un componente abiotico

como el viento, agua, o algun factor biético como insectos, aves y otros vertebrados.

El polen esta constituido por una capa externa llamada exina y una capa interna llamada intina.
La exina es una capa de esporopolenina resistente a la accién de los acidos y bases
concentradas. Sin embargo, es una capa que presenta cierta elasticidad y plasticidad,
permitiendo al grano de polen adaptarse a las condiciones ambientales de cambio de volumen
y forma mediante el proceso de harmomegatia. Para referirnos a las capas que la conforman se
utilizan dos nomenclaturas, la primera cuando la visualizamos en un microscopio electrénico de
transmisién, los términos empleados son ectexina y endexina (Faegri, 1956). La ectexina es la
capa mas externa y esta conformada por los elementos esculturales, tectum, columela y la
capa basal, y debajo de esta se encuentra la endexina. La segunda nhomenclatura se emplea
en observaciones al microscopio o6ptico: sexina y nexina (Erdtman, 1952). En la sexina
podemos encontrar a los elementos supratectales, tectum y la columela; la nexina, engloba la
capa basal y la endexina. La intina es la capa més interna de la pared del grano de polen y esta
compuesta por celulosa, pectinas y glucoproteina; no es resistente a los acidos y se destruye
facilmente con la acetdlisis (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Capas de la pared de un grano de polen (adaptado de Punt et al., 2007).

El polen presenta una morfologia definida y permite determinar en la mayoria de los casos, el

taxén del cual procede a través de la morfologia de la pared. Los principales caracteres
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utilizados para las descripciones palinologicas son la polaridad y simetria, forma y tamafio,

namero y posicion de las aberturas, estructura, escultura y ornamentacion.

Polaridad y simetria: Durante su proceso de formacion, el polen se encuentra asociado en
tétrada, producto de la microsporogénesis. En esta etapa se puede determinar la polaridad y el
tipo de abertura. En cada ménada que conforma la tétrada se pueden distinguir dos caras, la
cara polar proximal y la cara polar distal. La cara polar proximal esta orientada hacia el interior
de la tétrada y la cara polar distal es la que se encuentra opuesta a la cara polar proximal. Por
otro lado, en cada ménada podemos trazar lineas imaginarias para establecer el eje polar y el
eje ecuatorial. El eje polar es la linea recta imaginaria que pasa por el centro de la monada
hacia el centro de la tétrada, pasa por el centro de la cara polar proximal y distal, y el eje
ecuatorial es la linea recta imaginaria que separa la cara polar proximal y distal. Los granos de
polen pueden ser polares o apolares. Los apolares no presentan una clara polaridad, y los
polares pueden ser isopolares cuando las caras polar proximal y distal son iguales. Son
heteropolares cuando hay una diferencia entre la cara polar proximal y distal. La simetria del
grano de polen se define siempre en vista polar y ecuatorial. Puede ser bilateral con dos planos

verticales de simetria o radial cuando existe mas de dos planos verticales de simetria.

Forma y tamafo: Los granos de polen tienen volumen. En los microscopios se describe la
forma en vista polar y ecuatorial. Para definir la forma, deben medirse en vista ecuatorial el eje
polar (P) y el eje ecuatorial (E) y la relacion P/E define la forma de los granos de polen. Las
formas de los granos de polen pueden ser oblado, oblado esferoidal, peroblado, perprolado,
prolado, prolado esferoidal, suboblado o subprolado (Punt et al., 2007; Erdtman, 1943).

Aberturas: Son areas delgadas y especializadas de la pared del polen, pueden ser simples o
compuestas. Las aberturas simples pueden ser poros, colpos o sulcos. En las aberturas
compuestas la ectoabertura se encuentran en la sexina/ectexina, y la endoabertura en la
endexina/nexina, y las mesoaberturas algunas veces se encuentran en una posicibn media
entre la ecto y endo abertura. Las aberturas funcionan como sitios de germinacion permitiendo
la salida del tubo polinico, también posibilitan la ruta de transferencia de agua y otras
sustancias hacia el citoplasma, y la pared se adapta a estos cambios de hidratacion (Punt et
al., 2007).

Estructura, escultura y ornamentacién: La escultura y estructura fueron estudiadas desde

los afios 30 por Potonié (1934), Iversen y Troels-Smith (1950), Faegri y Iversen (1964). La
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estructura corresponde a la construccion interna de la pared de polen y la escultura a los
elementos superficiales de la pared que aparecen como un relieve, se proyectan hacia afuera
de la superficie del polen. La ornamentacion esta formada por los elementos esculturales que
se disponen sobre la superficie, son muy diversos pueden ser gemas, baculas, espinas,
verrugas, clavas, estrias, entre otros (Punt et al., 2007).

Las descripciones de estos caracteres seran utilizadas para determinar la procedencia de los
granos de polen y determinar el origen botanico de las mieles con la ayuda de estudios
previos, catalogos palinolégicos, articulos especializados y colecciones palinologicas

existentes.
1.7. Microorganismos asociados a los recursos florales y a las abejas

El polen, el néctar, el pan de abeja, el alimento larval y la miel se encuentran colonizados por
diversos microorganismos adaptados a las condiciones para subsistir en esos ambientes. Los
microorganismos son un grupo diverso que incluye bacterias, hongos y levaduras. En las
colonias de las abejas estos pueden ser clasificados en tres tipos: patégenos, que causan
enfermedades dentro de las colonias; benignos (comensales) y beneficiosos (Evans y
Armstrong, 2006). Muchos microorganismos benéficos inhiben el crecimiento de bacterias y
hongos patdgenos, otros ayudan en la predigestion de los alimentos, a la conservacion y
transformaciéon del polen y néctar en pan de abeja y miel, respectivamente (Menezes et al.,
2013; Gilliam, 1997). Las interacciones entre microorganismos-recursos-abejas presentan una

larga historia evolutiva (Gilliam et al., 1990).
1.7.1. Microorganismos en el pan de abejay en la miel

El polen y el néctar son los recursos troficos para los polinizadores. Se han descrito grupos
importantes de microorganismos que los habitan y participan en el proceso de transformacion a
pan de abeja y a miel, ademas, protegen dichos alimentos contra agentes dafiinos (Menezes et
al., 2013; Gilliam, 1997).

En el polen, ocurren cambios fisicoquimicos y microbiolégicos que comienzan desde el
momento en que las abejas lo humedecen con secreciones y néctar almacenado en el buche
melario para empaquetarlo y transportarlo a la colmena (Gilliam et al., 1988). Muchos
microorganismos transferidos de estas secreciones hacen que la mezcla de polen baje el pH 'y

asi comience un proceso de fermentacion que cambian la naturaleza del polen antes de ser
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almacenado y consumido por las abejas. La conversién del polen a pan de abeja es un proceso
de varias fases que ocurren después de su almacenamiento en las celdas o potes de alimento.
La primera fase es la sucesion microbiana que dura unas 12 horas y se caracteriza por el
desarrollo de un grupo heterogéneo de microorganismos entre los que se encuentran las
bacterias y levaduras. En la segunda fase hay un incremento de bacterias &acido-lacticas
(Streptococcus), que utilizan factores de crecimiento producidos por las levaduras y muchas
bacterias ambientales para reducir el pH del polen. En la tercera fase, el crecimiento de las
bacterias como Streptococcus se interrumpe, pero hay un aumento de Lactobacillus (Gilliam,
1979). Pseudomonas también esta presente y posiblemente contribuyen a la anaerobiosis
requerida por Lactobacillus para la predigestion de los granos de polen (Klungness y Peng,
1984). Las primeras tres fases de la conversion del polen en pan de abeja duran unos 7 dias.
En la cuarta fase, el proceso de fermentacion de las bacterias &cido-lacticas se completa
aproximadamente en 15 dias, aunque los microorganismos permanecen durante varios meses.
Las levaduras estan presentes inicialmente en pequefias cantidades, pero luego aumentan
después de la fermentacion y permanecen en el polen almacenado por mas tiempo que otros

microorganismos (Gilliam, 1979).

En el pan de abeja de A. mellifera se han reportado la presencia de mas de 31 aislados
bacterianos, la mayoria Gram positivos pertenecientes a Lactobacillus y Bifidobacterium,
bacterias que producen &cido lactico y acético, y que intervienen en el proceso de
transformaciéon del polen almacenado (Vazquez y Olofsson, 2009). Al igual, han reportado
diversas especies del género Bacillus, entre estas a B. circulans, B. licheniformis, B.
megaterium, B. pumilus y B. thuringiensis (Gilliam, 1979). También han reportado a
Arthrobacter sp., Fructobacillus fructosus, Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus firm5,
Micrococcus sp., Melissococcus plutonius, Streptococcus sp. y bacterias del orden
Actinomycetales, asi, como las bacterias Gram negativas Gilliamela sp., Pseudomonas sp.,
Parasacharribacter apium, Yersinia sp. y bacterias del orden Xanthomonadales (Beux et al.,
2022; Floyd et al., 2020; Garcia et al., 2006). También han reportado levaduras del género

Metschnikowia, Starmerella (Candida) y Zygosaccharomyces (Detry et al., 2020).

En el pan de abeja de Melipona fasciata se han reportado cepas muy activas de Bacillus spp.
gue producen enzimas proteoliticas, carbohidrasas, caprilato esterasa-lipasa, N-acetil-B-
glucosaminidasa, a-manosidasa, fosfatasa alcalina, butirato esterasa, leucina aminopeptidasa,
quimotripsina, fosfatasa acida, fosfoamidasa y alfa-glucosidasa; enzimas que intervienen en la

transformacion del polen convirtiendo en alimentos méas digeribles (Gilliam et al., 1990). En
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Nannotrigona testaceicornis han reportado a bacterias corineformes, bacterias de la familia
Lactobacillaceae, de la clase Bacill, asi, como cocos de las familias Micrococcacea y
Streptococcacea (Gavazzoni et al.,, 2022). En Tetragonisca angustula han reportado a la
levadura Starmerella meliponinorum (Rosa et al., 2003).

En el néctar, las levaduras son los organismos mas abundantes, pueden originar cambios en
sSu concentracion y en su composicién (Herrera et al., 2008; Canto et al., 2008). En el néctar de
Hibiscus sp. y Ruellia sp. han reportado la abundancia de los géneros Candida, Kodamaea,
Metschnikowia y Wickerhamiella (Saluja y Prasad, 2008; Lachance et al.,1999). Otros estudios
realizados en Hibiscus rosa-sinensis L. y Ixora coccinea Comm. ex Lam. reportaron abundancia
de las levaduras Bensingtonia miscanthi, Bullera pyricola, Candida succiphila, Debaryomyces
castellii, Mrakia frigida, entre otros (Mushtaq et al., 2006). Por su parte, Herrera et al. (2009),
reportaron altas abundancias de levaduras en el néctar de 37 especies de plantas analizadas

del sur de la peninsula Ibérica (Espafia) y la peninsula de Yucatan al oeste de México.

La transformacién del néctar a miel no solo involucra cambios fisicoquimicos por enzimas
diastasas, sino que también involucra la participacion de estos microorganismos (Pozo et al.,
2011; Herrera et al., 2009; Canto et al., 2007). La miel es la principal fuente de carbohidratos
para las abejas; es una solucion viscosa alta en azlcares, principalmente fructosa y glucosa
(85-95 %), ademas, contiene agua, cenizas, proteina, trazas de vitaminas y otras sustancias.
Las mieles de las abejas sin aguijon presentan un alto contenido de agua, condiciones muy
acidas, alta presibn osmética y presencia de compuestos antimicrobianos que limita la
sobrevivencia de microorganismos, siendo especificos los que logran establecerse (Teixeira et
al., 2003; Gilliam et al., 1990). En la miel de A. mellifera han reportado la presencia de mas de
21 especies bacterianas, destacando entre las mas abundantes a Lactobacillus kunkeei (85.6
%), Acetobacteraceae (6.1 %), Lactobacillus, Sphingomonas yunnanensis y Fructobacillus
(Jacinto-Castillo et al., 2022). Floyd et al., (2020) y Olofsson y Vazquez (2008) reportaron a
Lactobacillus kunkeei y Lactobacillus firm5 como las mé&s abundantes, otras especies
reportadas fueron Melissococcus plutonius, Parasacharribacter apium, Fructobacillus fructosus,
Actinomycetales y las Gram negativas Gilliamela apicola y Xanthomonadales. En las mieles de
Melipona beecheii han reportado una riqueza bacteriana de 12 especies, con la abundancia de
bacterias Gran positivas de la familia Lactobacillaceae (78.6 %) y Pediococcus (21.1 %)
(Jacinto-Castillo et al., 2022). La familia Lactobacillaceae ha sido reportada al igual en mieles
de Lepidotrigona, asi como en el aparato digestivo de las abejas lo que podria indicar que es

un taxa habitual de las abejas y de ahi se transfieren a las mieles (Tang et al., 2021; Lashani et
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al., 2020; Tamarit et al., 2015). En Melipona fasciata han reportado a Bacillus megaterium, B.
circulans y B. alvei muy activos metabolicamente (Gilliam et al., 1990). Para Nannotrigona
testaceicornis han reportado a bacterias corineformes, bacterias de la clase Bacilli, de la familia
Lactobacillaceae y Micrococcacea (Gavazzoni et al., 2022). En Tetragonisca angustula a
Bacillus spp., en especial a B. pumilus, Clostridium spp., y en menor abundancia a
Enterococcus spp., Staphylococcus spp. y a las Gram negativas Salmonella spp. y Escherichia
coli (Beux et al., 2022; Pucciarelli et al., 2014).

En cuanto a la presencia de hongos, en la miel de A. mellifera, han reportado mas de 22
especies, entre las abundantes a Zygosaccharomyces mellis, Zygosaccharomyces siamensis,
Aspergillus, Cladosporium cladosporioides, Sterigmatomycetes halophilus, Hannaella sinensis,
Cladosporium sphaerospermum, Diutina catenulata, Periconia, Xylariales, Metarhizium,
Dactylaria fragilis, Cladosporium, Aureobasidium pullulans, Flabellascoma cycadicola, entre
otros (Jacinto-Castillo et al.,, 2022). Para M. beecheii han reportado 14 especies con
abundancias mayores al 1 %, entre las abundantes a Zygosporium pseudogibbum, Kodamaea
ohmeri y Cladosporium sphaerospermum, ademdas de Aspergillus, Cladosporium spp.,
Moniliella Wickerhamomycetes sydowiorum, Wickerhamiella versatilis, y levaduras como
Candida spp., en especial Candida apicola (Jacinto-Castillo et al., 2022). En Tetragonisca
angustula, Melipona quadrifasciata y Frieseomelitta varia, se ha documentado una fuerte
asociacion con levaduras del género Candida, asi como Aureobasidium pullulans, Kodamaea
ohmeri, Rhodotorula spp., Starmerella meliponinorum y Tipo Zygosaccharomyces bisporus
(Beux et al.,, 2022; Rosa et al., 2003; Teixeira et al., 2003). En general, se han encontrado
diferencias en la composicién y estructura de la comunidad microbiana entre las mieles de A.

mellifera y las abejas sin aguijon.
1.7.2. Microorganismos asociados al aparato digestivo de las abejas

El aparato digestivo de las abejas es un sitio metabdlicamente activo, su composicion y
estructura microbiana permiten mantener funciones esenciales al huésped. Su composicién es
variada y esté asociada al tipo de alimentacion, edad y estado de salud de la abeja. A pesar de
lo anterior, han reportado bacterias centrales presentes en todas las abejas del mundo y han
documentado su importancia en funciones esenciales que involucra la digestién del polen,
absorcion de nutrientes y sistema inmune de las abejas (Tang et al., 2021; Lashani et al., 2020;

Tamarit et al., 2015). Ademas, pueden segregar enzimas como las pectinasas, celulasas y
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proteasas que mejoran la asimilacion de nutrientes, y proporcionar nutrientes que por si

mismos no pueden metabolizar (Coh-Martinez et al., 2019; Cadez et al., 2015).

En las abejas meliferas, la microbiota se concentra principalmente en la parte posterior de su
intestino, es decir, en los intestinos medio (ventriculo o mesenterdn) y posterior (proctodeo),
esta dltima porcion incluye el recto. En los intestinos de A. mellifera, a través de métodos
tradicionales de cultivo, han reportado bacterias como a Bacillus subtilis, B. megaterium, B.
licheniformis, B. circulans, B. pumilus, asi, como Lactobacillus kunkeei, L. jensenii, L. fructosus,
Pseudomonas, Corynebacterium, Streptococcus, Clostridium y numerosas levaduras como
Candida parapsilosis, C. reukaufii, C. tenuis, Torulopsis famata, T. globosa y T. incospicua
(Coh-Martinez et al., 2019; Asama et al., 2015). Las bacterias acido-lacticas (BAL) de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium originadas en la miel son otro grupo importante

asociado al aparato digestivo de las abejas (Vazquez y Olofsson, 2009).

En estudios moleculares, para obreras de A. mellifera, se han descrito nueve especies
bacterianas dominantes en los intestinos: Lactobacillus Firm-4 y Lactobacillus Firm-5
pertenecientes al filo Firmicutes; Bifidobacterium asteroides perteneciente al filo Actinobacteria,
asi, como las bacterias Gram negativas Snodgrassella alvi y Gilliamella apicola pertenecientes
al filo Proteobacteria, las cuales constituyen la microbiota central de las abejas del mundo,
ademas de Bartonella apis, Apibacter adventoris, Frischella perrara y Acetobacteraceae, todas
Gram negativas (Kwong y Moran, 2016; Anderson et al., 2013; Engel et al., 2012; Mrazek et al.,
2008). Se ha descrito que bacterias como Lactobacillus y Bifidobacterium participan en el
procesamiento del néctar y en el metabolismo de los carbohidratos, ademas, promueven la
digestion y absorcion de nutrientes, eliminan moléculas dafiinas, y protegen contra la invasion
de patégenos y parasitos (Engel y Moran, 2013; Hooper et al., 2012). La especie Lactobacillus
kunkeei ha sido reportada como abundante en el aparato digestivo, y otros géneros reportados
son Bacillus spp., Micrococcus sp., Streptococcus sp., Klebsiella sp. y Pseudomonas sp.
(Tamarit et al.,, 2015; Anderson et al., 2013; Garcia et al., 2006). En Apis cerana, mediante
técnicas de cultivo han reportado a Firmicutes (Lactococcus y Staphylococcus), Enterobacter y

Klebsiella (Disayathanoowa et al., 2012).

En las abejas nativas sin aguijon, se ha reportado en los intestinos de Lepidotrigona terminata
bacterias pertenecientes a Firmicutes y proteobacterias (Suphaphimol et al., 2020). Para
Nannotrigona testaceicornis han reportado bacterias corineformes, bacterias de la familia

Lactobacillaceae, de la clase Bacilli y de la familia Micrococcacea (Gavazzoni et al., 2022). En
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Melipona panamica, M. bocandei y M. quadrifasciata han reportado la abundancia de
Lactobacillus kunkeii, Lactobacillus Firm-5, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Yy
Acetobacteraceae; las bacterias Gilliamella y Snodgrassella reportadas dentro de la microbiota
central de A. mellifera, pueden estar ausentes o en bajas proporciones en las abejas nativas sin
aguijon (Diaz et al., 2017; Koch et al., 2013). Para Meliponula lendliana, M. ferruginea, M.
togoensis, M. bocandei, Hypotrigona sp, y Liotrigona sp. reportan la abundancia de
Lactobacillus sp. y en bajas proporciones a Bifidobacterium, Bombilactobacillus y las Gram
negativas Acetobacter, Bombella y Wolbachia (Tola et al., 2021). Otras especies bacterianas
reportadas son Bacillus spp., bacterias pleomdérficas, Gram variables, mohos (principalmente
Penicilia), Actinomycetes y levaduras (Tola et al., 2021). Para A. mellifera se ha encontrado
levaduras como Candida tropicalis, Hanseniaspora vineae, Lachancea thermotolerans y

Metschnikowia pulcherrima, (Kogan et al., 2023).
1.7.3. Microorganismos asociados en los nidos de las abejas

En los nidos de las abejas sin aguijon se han reportado diversos grupos de microorganismos
dentro de sus colonias. En restos fosiles de la abeja sin aguijon Proplebeia dominicana han
encontrado ADN de bacterias del género Bacillus de hace ~20 millones de afios, lo que sugiere
una relaciéon muy antigua con este género (Camargo et al., 2000; Cano et al., 1994). Estudios
realizados en Melipona quadrifasciata concluyeron que la abeja no sobrevive sin la asociacion
de las bacterias del género Bacillus (Machado, 1971). Otro género bacteriano reportado dentro
de los nidos de las abejas es Streptomyces (Promnuan et al., 2009). También, han reportado
mas de diez géneros de levadura asociadas a las colonias de meliponinos, las mas
representativas son Candida y Starmerella, que se encuentran con mucha frecuencia en el
polen y la miel almacenada (Rosa et al., 2003; Teixeira et al., 2003: Camargo et al., 1992). La
funcién de las levaduras en las colonias de Melipona es similar al papel de las bacterias;
secretan enzimas, que convierten el polen a pan de abeja y el néctar a miel, ademas ayudan a
su conservacion. En nidos de la abeja Ptilotrigona lurida, las levaduras del género Candida
deshidratan el polen almacenado, este proceso de deshidratacion es eficiente para evitar su
deterioro y evitar que larvas de la mosca Pseudohypocera consuman el polen y causen dafios

graves a la colonia.

En las abejas Tetragonula collina y Partamona sp., se ha reportado que colectan esporas de
Rhizopus sp. y la almacenan en sus nidos, aunque el valor nutritivo de las esporas en

comparacion con el polen es bajo y podrian complementar su dieta (Eltz et., 2002). En nidos de
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Scaptotrigona depilis, Tetragona clavipes y Melipona flavolineata crece un hongo filamentoso
dentro de las celdas de cria, y era considerado como un agente patdgeno, sin embargo, en
investigaciones realizados mostraron sus efectos benéficos. El hongo prolifera antes de que el
huevo eclosione y crece intensamente, posteriormente, las larvas consumen este hongo que
crece en la superficie del alimento larval. En experimentos, demostraron que las larvas
dependen de este hongo para sobrevivir, en ensayos inhibieron el crecimiento de este hongo,
lo que origind que todas las larvas de las abejas murieran, demostrando la estrecha relacién de

este hongo con el desarrollo y sobrevivencia de las larvas (Menezes, 2010).
1.8. Origen, evolucién y distribuciéon de las abejas sin aguijén

Las abejas se clasifican en siete familias dentro de la superfamilia Apoidea (Michener, 2000),
poseen caracteristicas particulares que las separan de sus parientes cercanos las avispas; son
predominantemente vegetarianas y han desarrollado estructuras especializadas para optimizar
la colecta de polen y néctar de las plantas. La familia Apidae es una de las mas importantes
por su actividad ecoldgica y aprovechamiento como actividad econdmica, esta familia presenta
un grupo que posee corbiculas o canastas que les permite optimizar el transporte de polen
hasta sus nidos. Las primeras abejas corbiculadas divergieron hace aproximadamente 72-95
millones de afios de sus ancestros Centridini del Nuevo Mundo que precedieron a la evolucién
de la eusocialidad (Martins et al., 2014). Las abejas corbiculadas se ubican dentro de la
subfamilia Apinae y comprende cuatro tribus, Apini (abejas meliferas), Bombini (abejorros),
Euglossini (abeja orquidea), y Meliponini (abejas sin aguijon) (Michener, 2000). Las abejas
meliferas y las abejas nativas sin aguijon presentan el nivel mas alto de eusocialidad en el que
hay una clara division reproductiva del trabajo, cuidado cooperativo de la cria, traslape de
generaciones y diferencias morfologicas entre reinas y obreras (Roubik, 2006; Crozier y
Pamilo, 1996; Michener, 1974).

Las abejas sin aguijéon son un grupo muy antiguo. La evidencia mas temprana de su origen
data de la ultima etapa del cretacico, y el registro mas antiguo que se tiene proviene de la
especie Cretotrigona prisca que data del Mesozoico. Al parecer, las abejas sin aguijon son de
origen Godwanico, pero presentaron una diversificacion a posteriori, principalmente en
América del Sur. Se cree gque los eventos de vicarianza (separacion geografica de poblaciones
dentro de una especie) contribuyeron a la diversidad de las abejas sin aguijon en la region
neotropical (Camargo y Vit, 2013). De acuerdo con Gruter (2020) a nivel mundial se conocen

58 géneros y 552 especies de abejas sin aguijon. Su distribucién se centra en las regiones
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tropicales y subtropicales del planeta, pero la mayor abundancia y diversidad se ha registrado

en las regiones del neotrdpico con 31 géneros y 426 especies (Gruter, 2020).

Estudios moleculares confirmaron que Melipona es un clado moderno dentro de las abejas sin
aguijén, de origen post-godwéanico, que probablemente surgié hace aproximadamente 24
millones de afios en el Oligoceno (Rasmussen y Cameron, 2010). Sin embargo, estudios
posteriores de 35 especies de Melipona utilizando marcadores ADN mitocondrial, ribosémico y
nuclear, sugiere incluso un origen mas reciente de este género (14-17 millones de afos,

durante el Mioceno) (Ramirez et al., 2010).

En México, se han registrado al menos 46 especies de abejas sin aguijon, dentro de las cuales
el género Melipona es uno de los mas importantes (Ayala, 1999). Este género esta
representado por siete especies, que comprenden el 15 % de la fauna mexicana de abejas sin
aguijon (Ayala et al., 2013). Entre las especies mexicanas de Melipona, dos se encuentran en
bosques altos: M. colimana y M. fasciata; y dos se encuentran en tierras tropicales bajas: M.
solani y M. belizae; M. yucatanica y M. lupitae son las meliponas mexicanas mas pequefas y
endémicas; y M. beecheii la de mayor distribucion geogréfica, y también la mas relevante por
su importancia econdmica y cultural (Ayala 1999). En la peninsula de Yucatan, de las 17
especies de abejas sin aguijon presentes M. beecheii ha sido manejada y aprovechada desde
la época precolombina hasta la actualidad (Quezada-Euan, 2018, Gonzalez- Acereto et al.,
2008, Ayala, 1999).

1.9. Importancia cultural y ecoldgica de Melipona beecheii

En Mesoamérica, M. beecheii tiene al menos 20 nombres locales diferentes, entre los que se
encuentran abeja-real, Yilkil-kab, Colel-kab, Xunan kab (Xunaan-kaab), Pool-kab, colmena-
kab, abeja-alazana, pipioli, mimialcuatl, tsaspena, gato, abeja-aluva, blanco-aluva, criolla,
jicote-gato, jicote-estrella, abeja de la tierra, Ajau-chab y Suk-ajatié (Gonzalez-Acereto, 2008;
Moure et al., 2007). Esta especie fue rutinariamente propagada para obtener beneficios de ella,

su manejo y aprovechamiento data de los tiempos precolombinos.

Los mayas durante afios criaron y aprovecharon a esta abeja por las propiedades medicinales
de la miel. La miel es utilizada para tratar afecciones, problemas respiratorios, digestivos, de la
piel y para preparar alimentos (Quezada-Euan, 2018; Gonzalez-Acereto et al., 2008). De esta
abeja se obtienen varios productos catalogados segun su utilidad en varias categorias como

son alimento, herramientas y artesanias, medicinas, y econémicas. La miel era la principal
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materia prima que se aprovechaba debido a que se utilizaba frecuentemente en la medicina
tradicional, como moneda de cambio, para preparar bebidas como el “Sacaj’ y el “Baalché”

utilizadas en las ceremonias sagradas (Cortopassi-Laurino et al., 2006).

Se piensa que, debido a los mayas, la meliponicultura (cria, manejo y aprovechamiento de las
abejas nativas sin aguijon) se extendi6 a otras civilizaciones en Mesoamérica (Kent, 1984). Un
aspecto clave de la cria en Mesoamérica fue el desarrollo de colmenas de medidas estandar
para dar cabida a las colonias. Existen diferentes tipos de colmenas, troncos huecos (jobon)
utilizados ampliamente y de manera tradicional en el area maya, vasijas de barro utilizadas
como colmenas en el altiplano mexicano de Puebla, Veracruz y Oaxaca, y cajas de madera
(Arnold et al.,, 2018; Quezada-Euan, 2018; Gonzalez-Acereto, 2008). Para los mayas, la
meliponicultura se convirtié en parte de la cosmogonia y la mitologia. Esta cultura le confirié un
gran significado espiritual a una de las abejas que codiciaban, la “Xunan-Kab” (la abeja o dama
de la miel). La evidencia de la importancia econémica y religiosa de Xunan-Kab se encuentra
en el arte y los manuscritos mayas, asi como en el codice Tro-Cortesiano o de Madrid
(Quezada-Euéan, 2018; Sotelo-Santos y Asomoza, 2018; Zralka et al., 2014; Crane, 1992).

Por otra parte, su funcion polinizadora es de suma importancia para la flora nativa regional, ya
gue propicia la conservacion y dispersion del germoplasma de los recursos floristicos en las
selvas de la region. Su contribucién no se puede reemplazar por la polinizacién gestionada
comercialmente, ya que tienen un papel ecologico preponderante en la reproducciéon de las
plantas, son uno de los grupos mas importantes en la polinizacion de las angiospermas, tanto
para las plantas silvestres como para numerosas plantas cultivadas como el café, aguacate,
rambutan, tomate, alfalfa, calabaza, fresa, chile habanero, entre otras (Slaa et al., 2006). Se
estima que aproximadamente el 80 % de los alimentos que se consumen son polinizados por
las abejas (Slaa et al.,, 2006). Debido a su tamafio, estd abeja logra polinizar una mayor
diversidad de flores que resulta de dificil acceso para otras especies, ya que en las regiones
tropicales existen flores de diferentes tamafios y formas (Michener, 2013). Ademas, tienen una
alta capacidad de reclutamiento de individuos de la colmena para el forrajeo y una constancia
en la visita de las flores, o que permite una polinizacion eficiente de plantas cuyo periodo de

floracién es breve, como por ejemplo la planta del café (Brosi, 2009; Barth et al., 2008).
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1.10. La meliponicultura como actividad de traspatio

La meliponicultura maya es una préactica precolombina basada en el manejo, crianza, cuidado
y aprovechamiento de las abejas nativas sin aguijén. Para los mayas, la cria de las abejas
nativas tenia una importancia similar al cultivo de maiz, alimento basico en las civilizaciones
mesoamericanas (de Jong, 1999). De acuerdo con los restos arqueolédgicos y la distribucion
actual de M. beecheii, es probable que la meliponicultura haya comenzado en la regién de la
peninsula de Yucatan y el norte de Guatemala, probablemente hace aproximadamente 1400-
1900 afios y de ahi se extendié a otras regiones de Mesoamérica (Crane,1992; Kent, 1984).
En Yucatan, de las 17 especies registradas resalta el manejo de M. beecheii, la cual es
cultivada en ciertas comunidades del estado con la finalidad de obtener productos como el
propéleo, cerumen, polen y miel de buena calidad cuya comercializacion genera ingresos y
fortalece la economia familiar de las comunidades rurales (Gonzalez-Acereto et al., 2008;
Ayala, 1999). En el estado de Yucatan, se tiene el registro de mas de mil meliponicultores que
se dedican a esta actividad junto con la agricultura principalmente. En las comunidades
rurales, su manejo es tradicional de traspatio, semejante a una casa tradicional maya,
delimitado por cuatro postes de madera y techo con palma de guano y piso de concreto, en su
interior instalan estanteria de madera ordenada donde colocan los jobones. Vinculan su
manejo con el huerto familiar, cultivos y frutales propios del solar maya, asi como diversas
especies florales (Gonzélez-Acereto et al., 2008). En el estado de Campeche, Negrin y Sotelo
(2016) reportaron 41 meliponicultores. Cabe sefialar que los censos no abarcaron todo el
estado, y la mayoria obtuvieron sus jobones por herencia, generalmente de los padres o
abuelos, lo que indica su transferencia entre generaciones. La edad de los meliponicultores
registrados es mayor a los 51 afios, ademas sus hijos y nietos han emigrado a las ciudades, y
los que permanecen en dichas localidades participan en otras actividades, sin mostrar interés
por conocer y cuidar a las abejas sin aguijon o meliponinos. Para facilitar su manejo se utilizan
troncos ahuecados con un orificio de acceso estrecho, construidos de arboles de ya’axniik
(Vitex gaumeri), tzalam (Lysiloma latisiliquuim), pich (Enterolobium cyclocarpum), cedro

(Cedrela sp.), zapote (Manilkara sp.), entre otros (Negrin y Sotelo, 2016).
1.11. Distribucion y caracteristicas morfolégicas de Melipona beecheii

La distribucion de Melipona beecheii abarca México, Centro América (Guatemala, Belice,
Honduras, Salvador, Nicaragua, Costa Rica) y las Antillas (Cuba y Jamaica). En México, se

distribuye desde los bosques tropicales y subtropicales de las costas del Pacifico y del Golfo
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(Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacéan, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz) y la peninsula de Yucatan (Campeche, Quintana Roo y Yucatan)
(Figura 1.2) (Genaro, 2008; Ayala, 1999).

Golfo

de

México

Cuba
México
e ) 3
J
Belice
Guatomala
Océano Pacifico .
El Salvador
Nicaragua

A .

Figura 1.2. Distribucién geografica de Melipona beecheii en Mesoamérica y México. (Tomado de
Quezada-Euan, 2018).

M. beecheii es una abeja robusta de aproximadamente 9.7 a 10.7 mm de largo, de coloracién
negro con franjas amarillas en el abdomen, carece de aguijon funcional y solo poseen vestigios
de lo que en el pasado evolutivo fue el aguijén (Figura 1.3). Ademas, poseen una estructura
pilosa en forma de cepillo en el extremo mas ancho de la tibia, que se conoce como penicillium,
y en comparacion con los otros grupos de abejas corbiculadas la venacion en sus alas es débil.
Presenta un integumento en su mayoria de color negro, las patas presentan dibujos amarillos,
pardos y negros; presentan una longitud del cuerpo entre 9.7-10.7 mm con escapos amarillos
en la superficie anterior (Ayala, 1999). Presenta en el térax una pubescencia (vellosidad)
blanquecina que se torna color naranja en el sitio de union al térax. El abdomen es negro con
cinco anillos transversales color amarillo verdoso. Los tres pares de patas son de color naranja
0 marron con el tercer par de patas al final de la tibia manchado de negro. Los ojos son de color

gris verdoso transltcido (Gonzalez-Acereto, 2008; Ayala, 1999).
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i M,Lr

Figura 1.3. Abeja adulta de Melipona beecheii en la entrada del nido. (Fotos cortesia de L. Medina)

Esta abeja es de caracter doécil, aunque las abejas de grandes poblaciones pueden
ocasionalmente desencadenar a la hora de la inspeccién un ataque rapido, llegando a morder
principalmente los parpados del meliponicultor. La entrada a los nidos es muy caracteristica al
presentar un orificio de entrada con una estructura de forma radiada por donde sélo cabe una
abeja y es protegida por una abeja guardiana. La colonia presenta una poblacion que fluctia
entre 800 y 1,200 abejas (Gonzéalez-Acereto, 2008). Esta abeja establece sus nidos en las
cavidades de los arboles vivos como el ramén (Brosimum alicastrum Sw. ssp. alicastrum), pich

(Enterolobium cyclocarpum) y tzalam (Lysiloma latisiliguum), entre otros.
1.12. Organizacion de la colonia y recursos colectados por Melipona beecheii

La colonia de M. beecheii se encuentra conformada por a) una reina fisogastrica que es la que
pone los huevos que daran origen a las abejas obreras y a los machos; b) las obreras que son
las abejas encargadas del mantenimiento de la colonia realizando diversas actividades como el
forrajeo, limpieza, defensa del nido y alimentacién de las larvas; y c) los machos, cuya funcion
principal es aparearse con las reinas virgenes para formar otras colonias y en ocasiones
también ayudan en la termorregulacion de la colmena y otras actividades (Kwapong et al.,
2010).

Para la subsistencia y mantenimiento de la colonia, M. beecheii colecta y almacena en potes de
cerumen los recursos de polen y néctar obtenidos de diversas especies y familias botanicas de
plantas (Figura 1.4) (Ramirez-Arriaga et al., 2018, 2016; Roubik y Villanueva-Gutiérrez, 2009;

Martinez-Hernandez et al., 1993). En Yucatan, la familia mas importante es Fabaceae que
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cuenta con 236 especies y 78 géneros (Duno de Stefano et al., 2018). Entre las especies de
plantas que pecorea M. beecheii se encuentran Cenostigma gaumeri, Desmanthus virgatus (L)
Willd., Desmodium sp., Leucaena shannonii Donn. Sm., L. leucocephala, Lonchocarpus sp., L.
punctatus Kunth, Mimosa sp., M. bahamensis Benth., Piscidia piscipula (Fabaceae), otras
especies son Alternanthera ramossisima (Mart.) Chodat (Amaranthaceae); Thrinax radiata
(Arecaceae); Viguiera dentata (Asteraceae); Bursera simaruba, B. schlechtendalii Engl.
(Burseraceae); Psidium guajava (Myrtaceae); Gymnopodium floribundum (Polygonaceae);
Serjania triguetra Radlk., Thouinia paucidentata Radlk. (Sapindaceae), entre otros (Ortiz-Reyes
et al., 2022; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018; Ramirez-Arriaga et al., 2018; 2011, Roubik y
Moreno, 2018).

Figura 1.4. Polen y néctar almacenados en potes de cera de Melipona beecheii.

También forrajea plantas Unicamente poliniferas como Cochlospermum vitifolium (Bixaceae),
Senna spp., Senna racemosa (Fabaceae), Solanum spp., S. americanum Mill. y S. erianthum
D. Don. (Solanaceae), los cuales se encuentran entre los 10 géneros mas importantes para M.
beecheii y otras abejas sin aguijon en Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Oaxaca y
Veracruz (Bacab-Pérez et al., 2024; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018, 2002; Ramirez-Arriaga et
al., 2018, 2011; Roubik y Moreno, 2018; Enriquez y Dardén, 2007).

1.13. Retos de la meliponicultura

La meliponicultura enfrenta diversos desafios. Entre estos se destaca la sustitucion de esta
abeja por A. mellifera, problemas relacionados con la destruccion de las selvas tropicales
(urbanizacion, monocultivos, incendios forestales), por lo tanto, hay pérdida de espacios para

anidar y disminucion de recursos florales, asi como el poco interés de la poblacién joven de las
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comunidades rurales que prefieren emigrar a las ciudades. Existe también desconocimiento del
valor de su miel, asi como falta de financiamiento y apoyos. Todo esto se agrava por el uso
intensivo y extensivo de agroquimicos para el control de plagas en cultivos, los cuales, afectan
directamente a las poblaciones de abejas, provocando su muerte, alteraciones en su
reproduccion, sistema nervioso y sistema inmune, originando que sean mas susceptibles a
diversas enfermedades y plagas como la mosca Pseudohypocera kerteszi (Diptera: Phoridae)
(Martin-Culma y Arenas-Suérez, 2018; Lesur, 2002). Por lo anterior, es importante la difusion
de la informacién de M. beecheii, asi como impulsar canales de comercializacion, y conocer a
mayor profundidad las especies vegetales de las cuales se alimentan para contrarrestar los

efectos de la pérdida de vegetacién extensiva.
JUSTIFICACION

En la peninsula de Yucatan, se han identificado mas de 900 especies de plantas meliferas
aprovechadas por los polinizadores, entre ellos, la abeja nativa M. beecheii, la cual obtiene
polen y néctar de diversas especies vegetales. El manejo de esta abeja se centra en las
comunidades rurales generando ingresos y fortaleciendo su economia familiar. Mas de mil
meliponicultores se dedican a esta actividad junto con la agricultura principalmente. Debido a
problematicas como el incremento acelerado de la urbanizacion, el establecimiento de grandes
areas de monocultivos, las sequias prolongadas y los incendios forestales, han propiciado la
reduccion de la vegetacion original, afectando la disponibilidad de los recursos florales para las
abejas. Derivado de esto, la falta de recursos polinicos podria afectar la dinamica de los
microorganismos que habitan en el intestino y de aquellos que participan en la transformacion
de sus recursos alimenticios y procesos esenciales para la sobrevivencia de las abejas. Por lo
tanto, la conservacion de las especies vegetales polinicas y néctar-polinifera de importancia
para las abejas es fundamental para mantener colonias de abejas fuertes y en buen estado de
salud. Por lo anterior, es importante documentar y ampliar la informacion de las especies
vegetales que visita la abeja maya para obtener polen y néctar en el estado de Yucatan. Los
resultados de este trabajo se pondran a disposicién de los meliponicultores quienes podran
mantener y reproducir especies de interés nectarifera, polinifera y néctar-polinifera en sus
meliponarios como estrategias que permitan obtener colonias de abejas sanas. Las acciones
gue se llevaran a cabo para la difusion de la informacién sera la entrega de los productos
finales de este trabajo, un listado general de las especies vegetales identificadas en el pan de
abeja y en las mieles, un listado de las especies vegetales importantes encontradas en cada

meliponario, un listado de la caracterizacion botanica de sus mieles y un folleto sobre las
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abundancias e importancia de los microorganismos en el pan de abeja, miel y aparato digestivo
de las abejas. Esta investigacion junto a las realizadas por diversos autores ayudara en futuros
trabajos que prioricen la conservacion de la flora, principalmente las especies de importancia
en el aporte de polen y néctar, la cual resulta relevante para los meliponicultores

comprometidos con el bienestar de la abeja maya en la peninsula de Yucatan.
Preguntas del capitulo Il

¢, Como es la diversidad de tipos polinicos presentes en las muestras de pan de abeja y miel
colectados de potes cerrados en nidos de la abeja M. beecheii de meliponarios tradicionales

del estado de Yucatan?

¢, Con base al espectro de polen registrado para esta abeja, cuales plantas forrajea M. beecheii

para obtener néctar?

.Con base al espectro de polen registrado para esta abeja, cual es su probable
comportamiento de colecta o forrajeo? ¢ colecta polen y néctar de las mismas plantas que

visita?
Preguntas del capitulo Il

¢Cbémo cambia la abundancia de células microbianas, bacterias y levaduras, entre el pan de
abeja, miel y el aparato digestivo de M. beecheii en nidos de meliponarios tradicionales de

Yucatan?

¢ Qué relacién existe entre la composicion y la abundancia de polen contenidos en el pan de

abeja, miel y aparato digestivo con la abundancia de estos microorganismos?
OBJETIVO GENERAL

Evaluar, mediante andlisis melisopalinoldgico y microbiologico, los tipos polinicos y los
principales grupos de microorganismos presentes en las muestras de pan de abeja, miel y
aparato digestivo de Melipona beecheii colectados en ocho meliponarios tradicionales en el
estado de Yucatan. Lo anterior, para sugerir el comportamiento de colecta de la abeja y
establecer la relacion entre la abundancia de células microbianas con la composicién y

abundancia de granos de polen.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Documentar la diversidad de tipos polinicos presentes en las muestras de pan de abeja,
miel y aparato digestivo de M. beecheii y determinar cuales son las especies de aporte
de polen y néctar a las colonias de abejas establecidas en meliponarios tradicionales

del estado de Yucatan, esto a través de los analisis melisopalinolégicos.

Indicar a través de métricas de diversidad, el comportamiento de colecta de polen y

néctar de la abeja.

Analizar la composicién y abundancia de los tipos polinicos contenidos en el pan de

abeja, miel y aparato digestivo.

Estimar y comparar la abundancia de bacterias y levaduras en el pan de abeja, miel y
aparato digestivo de esta abeja en preparaciones fijas de microscopia.

Analizar la relacién entre la abundancia de bacterias y levaduras con la composicion de
especies de granos de polen presentes en el pan de abeja, miel y aparato digestivo de

M. beecheii.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Diversidad polinica y abundancia de
microorganismos entre pan de abeja, miel y
aparato digestivo de M. beecheii en Yucatan

T

Campo

il

Capitulo Il

Selecciéon de meliponarios del
estado de Yucatén, abarcando
la mayor Vvariabilidad de
ambientes posibles.

Curso Palinologia

Dra. Elia Ramirez Arriaga

Instituto de Geologia Universidad
Nacional Autbnoma de México

U

Capitulo 1l

Pesaje y dilucion de 100 uL de
pan de abejay 100 uL de miel
en 900 pL de solucién salina.

4

4

¢

Colecta de muestras en
meliponarios en zonas de
vegetacion de selva baja
(Baca, Xmatkuil, Xcunyd) y
mediana subcaducifolia (Mani,
Dzan, Tekax, Valladolid,

Procesamiento de las muestras de
pan de abeja y miel (acetdlisis de
un gramo de pan de abejay 6 mL

de miel).
1§

Elaboracion de laminillas polinicas
(preparaciones fijas en gelatina
glicerinada).

Extraccion del aparato
digestivo de las abejas,
macerado en 600 puL de

glicerol al 15% con pistilos
estériles, se tom6 100 L y se
diluyé en 900 pL de solucién
salina para obtener una
solucién final de 1 mL.

{4

1L

Tekom).

Colecta de polen, miel y abejas
de M. beecheii

e Tres muestras de polen y
tres muestras de miel de
tres nidos de M. beecheii en
cada meliponario (*excepto
en Mani que se colectod
cuatro muestras).

e Tres abejas forrajeras
adultas de cada nido.

Andlisis cualitativo: Descripciones
palinologicas y mediciones de los
tipos polinicos (25 granos por tipo

Fijacion de 20 pL de cada
muestra en portaobjetos a
través de calor.

1|

polinico).
1§

Determinaciones  botdnicas con
apoyo de la Dra. Elia Ramirez
Arriaga (especialista en Palinologia
del Instituto de Geologia de la
Universidad Nacional Autonoma de
México), catdlogos palinologicos de
Yucatan y articulos especializados.

Tinciéon para visualizar
bacterias (tincion de Gram) y
levaduras (azul lactofenol).

1|

4

<

Almacenado a 4 °C hasta su
proceso.

Conteo de 500 granos de polen por
muestra, construccion matriz de
datos de las abundancias, y andlisis
estadisticos  (andlisis CONISS;
indices de diversidad (Shannon y
Weaver, 1949) vy uniformidad
(Pielou, 1977);  Andlisis de
Componentes Principales (PCA); y
caracterizacion botanica de las
mieles.

Conteo bacterias y levaduras
en 314.16 micras?; y conteo de
granos de polen encontrados.
Construccion de matrices y
andlisis estadisticos (indice de
disimilaridad de Bray-Curtis;
andlisis de conglomerados
jerarquicas; Analisis de
Componentes Principales;
andlisis de regresion Poisson
para las variables categoricas
proporcién de bacterias o
levaduras y las variables
continuas resultantes de la
composicién y abundancia de
los granos de polen obtenidas
del PCA.
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Abstract — The Mayan bee Melipona beecheii is one of the most important and widely cultivated stingless bees in
Mexico. In order to document pollen and nectar resources for M. beecheii during the dry season, 25 pot-pollen and
25 pot-honey samples were collected from February to May 2021 at eight villages in Yucatan, Mexico. All samples
were acetolysed, and 500 pollen grains were counted randomly for each sample. A total of 21 taxa belonging to
eight botanical families were observed in the pot-pollen samples; in contrast, 32 pollen types from 16 botanical
families were recorded in the pot-honey samples. According to PCA analyses, the pollen types that explained the
maximum variance among the pot-pollen samples were Senna racemosa var. racemosa, Lonchocarpus punctatum,
Cochlospermum vitifolium, Bursera schlechtendalii and B. simaruba, while S. racemosa var. racemosa, C.
vitifolium, Alternanthe ra ramosissima, Psidium guajava, B. schlechtendalii, B. simaruba, L. punctatum, Mimosa
bahamensis and Solanum americanum explained the greatest variance among the pot-honey samples. Our results
confirm that M. beecheii displays polylectic foraging and targets for the secondary vegetation of tropical deciduous
and tropical semideciduous forests. Diversity in the pot-pollen was found to be lower than that of the pot-honey
samples. Since some pot-honey samples were overrepresented by the pollen grains of S. racemosa var. racemosa,
PCA and cluster analysis grouped those pot-pollen and pot-honey samples together.

Melipona beecheii / melissopalynology / pot-pollen / pot-honey / mayan stingless bee

‘Campeche wax’, and products derived from these
resources ar e of biocultural importance. The
Madrid Codex describes their importance in
culture and traditional medicine, as well as the
gods (e.g. Ah Mucen Cab) who were believed to

1.INTRODUCTION

Currently, 46 stingless bee species have been
reported in Mexico. One of the most important of

these is Melipona beecheii, which has a wide
distribution (Ayala 1999). Also known as the
Mayan bee or Xunan Kab, M. beecheii is a
stingless bee that is valued and cultivated by the
Mayas for over 2100 years (Canto et al. 2021) in
the Yucatan Peninsula, Mexico. Its honey, pollen
and cerumen, this latter substance referred to as

Corresponding author: E. Ramirez-Arriaga, elia@unam.mx
Manuscript editor: James Nieh

Published online: 11 March 2024

take care of this native bee (Tozzer and Allen
1910).

More than 2327 species of vascular plants have
been recorded in the aforementioned region, of
which approximately 900 arboreal, shrub and
herbaceous species are of melliferous importance
for the 17 species of bees native to the same
location (Ayala 1999; Duno et al. 2018;
CONABIO 2018). During pollen and nectar
foraging, bees contribute to the cross-pollination of
native and cultivated plants. Pollen is an essential
resource in the diet of bees because it provides
proteins, lipids, vitamins and essential amino acids
(Yang et al. 2013). In addition, nectar is an
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aqueous solution consisting mainly of sugars,
amino acids, mineral ions and essential oils (Baker
and Baker 1983; Musicante and Galetto 2008). It is
important to note that honey produced by stingless
bees has particular physicochemical and
organoleptic  characteristics such as higher
moisture and free acidity, and it is considered
medicinally important in several Mexican regions
(Rosales 2012).

Melissopalynological research helps us to
determine the floral sources used for pollen and
nectar collection, which are necessary for the
larval diet and honey production. Among the most
complete melissopalynological studies carried out
in Mexican stingless bees, the investigation
conducted in Nannotrigona perilampoides, Plebeia
sp., Scaptotrigona mexicana and Tetragonisca
angustula by Martinez-Hernandez et al. (1993),
who analysed pot-pollen, pot-honey and larval
food during an annual cycle in Chiapas,
emphasises the importance of native and cultivated
plants in the diet of these polylectic bees. Ramirez-
Arriaga and  Martinez-Hernandez ~ (2007)
conducted pollen spectra analysis of S. mexicana
honey in Puebla; Pacheco-Palomo (2011) reported
pollen recovered from M. beecheii pot-honey in
Campeche as well as its physicochemical
characteristics; Quiroz-Garcia et al. (2011)
investigated pollen spectra in S. hellwegeri in
Jalisco; Espinoza-Toledo et al. (2018) studied at
the family level pollen grains from the honey of M.
beecheii, M. solani and S. mexicana in Chiapas;
Villanueva-Gutiérrez et al. (2018) worked with M.
beecheii pollen loads in Yucatan, citing Bursera
simaruba, Gliricidia sepium, Solanum, Senna,
Metopium brownei, Cochlospermum, Viguiera
dentata, Pouteria unicularis, Thrinax and
Euphorbia among the significant plant; Lopez-
Roblero et al. (2021) studied pollen recovered
from the honey of S. mexicana, M. beecheii, M.
solani and Tetragonisca angustula from Chiapas.
Finally, Ortiz-Reyes et al. (2022) carried out
melissopalynological studies and physicochemical
analysis of M. beecheii and Scaptotrigona
mexicana pot-honey samples in Veracruz.

More than 32 plant species have been reported
in Mexico and Mesoamerica for M. beecheii and
other stingless bees, which mainly forage on
Bursera simaruba, Gliricidia sepium, Solanum,
Senna, Metopium brownei, Cochlospermum
vitifolium, Viguiera dentata, Pouteria unicaris,
Euphorbia, Thrinax and Psidium guajava, among
others (Enriquez and Dardén 2007; Ramirez-

Arriaga et al. 2007, 2018; Villanueva-Gutiérrez et
al. 2018).

In order to document pollen and nectar
resources for the Mayan honey bee M. beecheii,
we conducted melissopalynological analyses of
pot-pollen and pot-honey samples collected from
eight backyard meliponaries located in the state of
Yucatan. This study also aimed to estimate
foraging strategies and to propose a standardised
method for the characterisation of M. beecheii pot-
honey samples.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study area

The study was conducted from February to
May 2021, during the dry season and in eight
meliponaries where the native bee M. beecheii is
cultivated. These privately owned meliponaries,
located in back yards, were built with wooden
roofs and concrete floors and housed 6 to 60
colonies, mainly of M. beecheii in wooden boxes
(Table 1). The meliponaries are located at a
minimum distance of 7 km and a maximum
distance of 191 km from each other (Figure 1). In
general, the meliponaries were adjacent to
agricultural crops and home gardens, which were
surrounded by secondary low deciduous forest
vegetation (trees 4 to 12 m tall) and secondary
medium deciduous forest vegetation (trees 10 to 15
m tall). Both of these plant communities are
dominant in the state of Yucatan (Figure 1).
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Table I List of towns where pot-pollen and pot-honey samples were collected in Yucatan, Mexico

Town Coordinates

Number
of nests

Site characteristics

Mani 20°22'46.956" N 89°23'5.514" W 22

Baca 21°06'47.0" N 89°2425.2" W 6

Dzan 20°22'46.1244" N 89°26'41.132" W 15

Valladolid ~ 20°40'42.3" N 88°11'47.0" W 5

Tekax 20°11'56.4" N 89°16'19.3" W 17

Xcunyé 21°7'57.2268" N 89°36'45.6732" W 17

Xmatkuil 20°52'01.2" N 89°37'28.7" W 60

Tekom 20°36"28.9" N 88°15'36.4" W 23

The stingless bee boxes were in a back yard. The
surrounding vegetation was secondary tropical
semideciduous forest.

The stingless bee boxes were in a back yard. The
surrounding vegetation was secondary tropical
deciduous forest.

The stingless bee boxes were in a citrus grove,
mainly lemon and orange. The surrounding
vegetation was secondary tropical
semideciduous forest.

The stingless bee boxes were in a back yard with
the presence of Trigona nigra and Scaptotrigona
sp. nests. The surrounding vegetation was
secondary tropical semideciduous forest.

The stingless bee boxes were in a back yard with
the presence of Scaptotrigona sp. nests. The
surrounding vegetation was secondary tropical
semideciduous forest.

The stingless bee boxes were in a back yard. The
surrounding vegetation was secondary tropical
deciduous forest.

The stingless bee boxes were in a back yard
with the presence of boxes of Partamona sp.,
Lestrimelitta sp., Cephalotrigona sp., Trigona
sp., Scaptotrigona sp., Nannotrigona sp. and
Frieseomelitta sp. The surrounding vegetation
was secondary tropical deciduous forest.

The bee boxes were in a back yard. The
surrounding vegetation was secondary medium
semideciduous forest.

2.2. Sample collection and processing

Three samples of pot-pollen and three samples
of pot-honey were collected from three nests of M.
beecheii at each meliponary located in the villages
of Baca, Dzan, Valladolid, Tekax, Xcunya,
Xmatkuil and Tekom, except for the one in Mani,
where four pot-pollen and four pot-honey samples
from four colonies were studied. The colonies
were catalogued in good health and with good
pollen and honey storage by the owners. Closed
pot-pollen and pot-honey were sampled from each
nest, and pollen samples were collected with sterile
spoons and honey samples with sterile syringes.

Subsequently, each extracted sample was placed
separately in a sterile vial. Flowers were collected
from the plants in the back vyards of the
meliponaries to obtain reference pollen.

At the Paleopalynology Laboratory:
Paleopalynology and Actuopalynology of the
Institute of Geology of the National Autonomous
University of Mexico (UNAM), all samples were
registered with a catalogue number, and then 6 ml
of pot-honey samples and 1 g of pot-pollen
samples were processed using Erdtman’s
acetolysis method (1960). After the samples were
processed, permanent slides were made with
glycerine gelatine.
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Figure 1. Map of the Yucatan Peninsula, Mexico, location of the traditional meliponaries and distance between them
in secondary tropical deciduous forest and tropical semideciduous forest vegetation (modified from Durdn and

Garcia 2011).

2.3. Qualitative pollen analysis and
characterization of honey

First, pollen grains were described using a
ZEISS AXIOLAB optical microscope with phase
contrast at 100 x magnification. For the
identification of pollen grains, reference pollen
collections, palynological catalogues (Palacios-
Chavez et al. 1991; Martinez-Hernandez et al.
1993), melissopalynological studies (Ramirez-
Arriaga 2007; Ramirez-Arriaga et al. 2016) as well
as floristic lists of the Yucatan Peninsula were
consulted.

To estimate the abundance of each pollen type
in the samples in a standardised manner, 500
pollen grains were counted randomly for each
sample. Following Louveaux et al. (1978), taxa
were classified into predominant pollen (P > 45%),
secondary pollen (S = 16-45%), important minor
pollen (I = 3-15%) and minor pollen (M < 3%).
Finally, the main pollen grains observed in the
analysed samples were photographed.

2.4. Statistical analysis of pollen spectra

After the counts were performed, a data matrix
was created and used for different analyses, in
Tilia Graph to plot pollen diagrams in which the
pollen types were classified by plant life form
(tree, shrub, grass and vine or lianas). A CONISS
analysis using the incremental sum of squares
method was also performed to cluster the samples
(Grimm 1987).

In order to analyse the most probable collecting
behaviour of M. beecheii, the diversity (Shannon
and Weaver 1949) and evenness (Pielou 1977)
indices were calculated. When plants were foraged
heterogeneously, J' values were close to zero.
Conversely, if the resources were exploited
homogeneously, the values were close to 1.

Moreover, a principal component analysis
(PCA) was performed with variance—covariance
data to explain the maximum variability among
pot-pollen, pot-honey, and both pot-pollen and
pot-honey spectra. The cluster analysis was carried
out with the unweighted pair group method with
arithmetic mean (UPGMA), using the Euclidean
similarity index with Past 4 software (Hammer et
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al. 2007), which allowed us to analyse the samples
of the different meliponaries by similarity.

3. RESULTS

3.1. Pot-pollen melissopalynological
spectrum

A total of 12,542 pollen grains were counted in
the 25 pot-pollen samples analysed, recording 21
taxa belonging to eight botanical families. The
Fabaceae family exhibited the highest richness
with 12 pollen types, followed by Bixaceae and
Burseraceae with two pollen types each (Table II).
As for abundance, the Fabaceae, Burseraceae and
Bixaceae families recorded the highest values
(Figure 2).

With regard to the abundance of pollen grains
found in the pot-pollen samples collected in Mani,
the predominant pollen types were Senna
racemosa var. racemosa and Cochlospermum
vitifolium. In Baca, S. racemosa var. racemosa was
also predominant, followed by the minor pollen
types Mimosa sp. (10%), M. bahamensis and
Desmanthus virgatus. In all samples from Dzan, S.
racemosa var. racemosa Wwas predominant,
followed by Solanum americanum, which was
considered a minor pollen. In Valladolid, S.
racemosa var. racemosa and Lonchocarpus
punctatus predominated, while S. racemosa var.
racemosa and C. vitifolium were recorded as the
most prevalent pollen types in the samples
collected in Tekax. Similarly, at the Xcunya site,
S. racemosa var. racemosa was the predominant
pollen types, and Bursera spp. pollen was
observed on a secondary level. The copal tree or
Bursera pollen types were predominant in both
Xmatkuil and Tekom (Figure 3 and Table II).

Finally, pollen types considered rare were
Leucaena leucocephala ssp. leucocephala,
Caesalpinia gaumeri and Desmodium sp. in Mani;
Solanum erianthum in Baca; Vachellia sp. in
Xcunya; and Desmanthus virgatus, Mimosa
bahamensis and Pimenta dioica in Tekom, all
observed in the pot-pollen samples but not
included in the pollen counts.

The Shannon-Weaver index (H') ranged from
0.19 to 1.24, most diversity values indicated a low
diversity of species exploited by M. beecheii to
obtain pollen, with the highest values in the
samples from Tekax (H' = 1.22) and Xcunya (H' =
1.02). Further, Pielou index (J) ranged from 0.16
to 0.88, most of the evenness values (J), which
were less than or equal to 0.67, suggest
heterogeneous foraging behaviour (Figure 4).

In general terms, M. beecheii predominantly
foraged in the arboreal stratum, followed by the
herbaceous and shrub stratum. According to the
foraging similarity observed in the meliponaries,
the CONISS analysis formed two groups: group A
included the Mani, Baca, Dzan, Valladolid and
Tekax sites, where the Mayan bee predominantly
visited S. racemosa var. racemosa and C.
vitifolium; group B included Xcunya, Xmatkuil
and Tekom, where the dominance of Bursera
simaruba and B. schlechtendalii was notable, in
addition to the presence of the cultivated tree
Psidium guajava (Figure 3).

The principal component analysis (PCA) of the
25 pot-pollen samples indicated that the first three
components explain 99.16% of the variance in the
data. The first component explains 71.57%, the
second 20% and the third 7.59%. The pollen types
that explain the maximum variance among the
samples are S. racemosa var. racemosa, L.
punctatum and C. vitifolium, additional pollen
types that contributed to a minor degree to
explaining the percentage of variation were B.
schlechtendalii and B. simaruba (Table I11).

Three groups were differentiated in the PCA,
and this was confirmed in the cluster analysis; in
group A, there were three samples from Tekax and
Mani in which C. vitifolium dominated, while
group B associated twelve samples from the Mani,
Baca, Dzan, Valladolid, Tekax and Xcunya sites,
defined mainly by S. racemosa var. racemosa.
Group C congregated samples from Xcunya,
Xmatkuil and Tekom mainly because of the
abundance of B. schlechtendalii and B. simaruba.
Finally, a sample from Valladolid (H-5070) was
isolated owing to the dominance of L. punctatum
(Figures 5 and 6).
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Table Il (continued)

Tekom

Xmathuil

Tekax Xcunyd

Valladelid

Dzan

Baca

Mani

5080 5081 5082

5077 5078 5079

5076

5073 5074 5075

5072

5071

5058 5059 5060 5061 5062 5063 5064 5065 5066 5067 5068 5069 5070

Number of samples:

0.4 0.6 0.2

08

26

0.2

Thowiniapaucidentata

SOLANACEAE

0.4

116 12 38

86

38

38

24

16

08

12

Solanumamericanum

3.2. Pot-honey melissopalynological
spectrum

In the 25 honey samples analysed, a total of
12,696 pollen grains were counted and 32 different
pollen types belonging to 16 botanical families
were recorded. Fabaceae stands out with 14 pollen
types, followed by Burseraceae, Solanaceae and
Sapindaceae with two pollen types each (Table
IV). With regard to pollen abundance, Fabaceae
recorded the highest value, followed by
Burseraceae, Myrtaceae, Amaranthaceae,
Solanaceae, and Bixaceae (Figure 7).

In the pot-honey samples from Mani,
Alternanthera ramosissima was predominant and
the secondary elements were Mimosa sp., S.
racemosa var. racemosa, Solanum americanum
and Lonchocarpus sp. Honey samples from Baca
showed S. racemosa var. racemosa as predominant
and secondary taxa were S. americanum and
Mimosa bahamensis, while Waltheria rotundifolia
was of minor importance. In the case of Dzan, S.
racemosa var. racemosa was predominant,
followed by the secondary pollen types S.
americanum and the less important Serjania
triquetra. In Valladolid, A. ramosissima was
recorded as predominant, with secondary pollen of
Lonchocarpus punctatus and S. racemosa var.
racemosa. In the Tekax pot-honey samples, C.
vitifolium and A. ramosissima predominated, while
S. racemosa var. racemosa was secondary. In
Xcunyd, S. racemosa var. racemosa was also
predominant, and B. schlechtendalii, B. simaruba
and Fabaceae occurred as secondary pollen. The
samples from Xmatkuil exhibited as secondary
elements B. simaruba, B. schlechtendalii and
Psidium guajava, while Byrsonima sp. was of
minor importance. Finally, in the Tekom pot-
honey samples, P. guajava predominated and B.
simaruba was of minor importance.

The diversity indices recorded in the honey
samples ranged from 0.88 to 2.35, with the highest
value observed in Mani (H' = 2.35). Uniformity
indices (J') oscillated between 0.35 and 0.85, most
of the J' values, which were less than or equal to
0.68 indicating heterogeneous foraging of
resources (Figure 4).
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Figure 2. Percentages of the botanical families registered in the pot-pollen of Melipona beecheii collected in the

backyard meliponaries in Yucatan, Mexico.

The greatest number of pollen grains recorded
in the pot-honey samples came mainly from
arboreal plants of the Fabaceae family, followed
by herbaceous, shrub and liana (Figure 8). The
CONISS analysis showed three main groups with
two subgroups each according to the similarity of
pollen types recorded in each sample. Group A

TREES

included Mani, Baca and Dzan; group B comprised
Valladolid and Tekax. It should be noted that in
groups A and B the collection in the arboreal and
herbaceous stratum, and to a lesser extent the
arboreal stratum, was predominant; in group C
where samples from Xcunya, Xmatkuil and Tekom
are grouped, the arboreal stratum was dominant
(Figure 8).
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Figure 3. Melissopalynological spectrum of the pot-pollen samples from Melipona beecheii collected in Yucatan,

Mexico.
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Figure 4. Diversity (H') and evenness (J') indices in the pot-pollen and pot-honey samples from Melipona beecheii

collected in Yucatan, Mexico

Table 111 Principal component analysis (PCA) of the
Melipona beecheii pot-pollen spectrum

Eigenvectors PCA

Eigenvalue 7.383 4.169 2.198

Variance (%) 71566  20.003  7.5961
Cumulative variance (%) 71.566  91.569 99.1651

PC1 PC2 PC3

Senna racemosa var. —-0.825 -0.280 -0.230
racemosa

Lonchocarpus punctatus ~ 0.030 0.072 0.821

Cochlospermum 0.007 0.857 -0.334
vitifolium

Bursera schlechtendalii 0376 —0.285 —0.252

Bursera simaruba 0.417 -0.313 -0.280

The PCA of the 25 honey samples (Figure 9)
showed that the first four components account for
83.58% of the variance. The first component
explains 33.94%, the second 23.38%, the third
14.22% and the fourth component 12.04%. The
pollen types that account for the maximum
variance among the samples are S. racemosa var.
racemosa, C. vitifolium, A. ramosissima, P.
guajava, B. schlechtendalii and B. simaruba, other
less significant taxa explaining the percentage of
variation are L. punctatus, M. bahamensis and S.
americanum (Table V).

The pot-honey samples were associated into six
groups, and these groups as well as the relationship
among the samples are detailed in the cluster
analysis (Figures 9 and 10). Group A contains four
samples from Baca, Valladolid and Tekax which
were associated mainly by A. ramosissima; group
B clusters five samples from Xcunya and Xmatkuil
which share an abundance of B. schlechtendalii
and B. simaruba; group C contains only five
samples from Mani, Baca and Valladolid where
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Figure 5. PCA of the Melipona beecheii pot-pollen samples collected in Yucatan, Mexico.

the significant elements were S. americanum, M.
bahamensis among others; group D includes six
samples from Baca, Dzan and Xcunya associated
by S. racemosa var. racemosa; group E contains
two samples from Tekax by C. vitifolium, and
group F relates the three samples from Tekom
through P. guajava (Figures 9 and 10).

3.3. Comparative statistical analysis
between the pot-honey and pot-pollen
spectra

In order to determine the relationship between
the pot-pollen and pot-honey samples, a primary
component analysis was performed (Figure 11),
which showed that the first three components
explain 80.25% of the data variance. The first
component accounts for 50.69%, the second
component 17.76% and the third 11.80%. The
pollen types explaining the maximum variance
among the samples are S. racemosa var. racemosa,
C. vitifolium, A. ramosissima, B. simaruba and B.

schlechtendalii; besides, other taxa of minor
importance are P. guajava, L. punctatus, M.
bahamensis and S. americanum (Table VI).

A total of five groups were formed (Figures 11
and 12): group A includes a total of 19 samples: 6
pot-honey and 13 pot-pollen samples from Mani,
Baca, Dzan, Valladolid, Tekax and Xcuny4, all
associated mainly by S. racemosa var. racemosa;
in group B, there are 3 pot-pollen and 2 pot-honey
samples from Tekax and Mani in which C.
vitifolium is significant; group C contains 3 pot-
honey samples from Tekom that share the
dominance of P. guajava; group D comprises 5
pot-honey samples and 8 pot-pollen samples from
Xcunyd, Xmatkuil and Tekom, which share an
abundance of B. schlechtendalii and B. simaruba;
finally, group E includes 9 pot-honey samples and
one pot-pollen sample from Valladolid, Mani,
Tekax and Baca, with a primary dominance of A.
ramosissima and L. punctatus (Figures 11 and 12).

40



CAPITULO Il

H-5070
H-5075
H-5076
H-5077

H-5078 | C
H-5079
H-5080
H-5081
H-5082

. MANI
BACA

DZAN

. VALLADOLID
. TEKAX

. XCUNYA

. XMATKUIL
. TEKOM

o~NOUPRWON =

H-5060
H-5061
H-5068
H-5065
H-5067
H-5069 || g
H-5074
H-5058

H-5062
H-5064
H-5063

H-5066
H-5073
H-5059
H-5071 A

H-5072

105 90 75 60 45
Distance

Bl ==

30 15

Figure 6. Cluster analysis of the pot-pollen samples from Melipona beecheii collected in Yucatan, Mexico.

3.4. Botanical characterization of
pot-honey samples

The characterisation of M. beecheii honeys was
carried out considering only nectar-producing
plants, i.e. elements were reported to be
exclusively polliniferous were not included in this
analysis, so abundances were recalculated
considering only the plants reported as nectar-
producing. It should be noted that not all of these
plants have been confirmed as nectar producers
through studies, despite being considered
nectariferous.

A total of 16 nectariferous plants from the
arboreal, herbaceous, shrub and liana strata were
recorded (Table VII). The Fabaceae family was the
most significant with ten pollen types. The most
important  nectariferous  plants  were A,
ramosissima, Thrinax radiata, B. simaruba, B.
schlechtendalii,  Crotalaria  sp., Leucaena
leucocephala var. leucocephala, L. punctatus,
Lonchocarpus sp., M. bahamensis, Mimosa sp., W.
rotundifolia, P. guajava, Thouinia paucidentata
and Serjania triquetra (Figures 13 and 14).
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Figure 7. Percentages of the botanical families registered in the pot-honey of Melipona beecheii collected in the

backyard meliponaries in Yucatan, Mexico.

A total of 15 honey samples were characterised
as monofloral. Four samples were monofloral from
A. ramossisima: H-5086 collected in Mani, H-
5094 and H-5095 in Valladolid, as well as sample
H-5096 in Tekax. In Xcunyd, honey H-5100 was
monofloral from B. simaruba, as well as H-5103
from Xmatkuil. A monofloral sample (H-5099)
from B. schlechtendalii was collected in Xcunya.
Sample H-5093 collected in Valladolid was
monofloral from L. punctatus. In Mani, H-5083
and H-5085 were monofloral from M. bahamensis,
just like H-5089 from Baca. All samples collected
in Tekom (H-5105, H-5106 and H-5107) were
monofloral from P. guajava. Finally, in Dzan,
sample H-5090 was monofloral from S. triquetra.

TREES

By contrast, nine samples were classified as
multifloral and one as bifloral. In the village of
Mani, sample H-5084 was characterised as
multifloral from M. bahamensis, A. ramossisima,
Lonchocarpus sp. and Crotalaria sp., while in
Baca, sample H-5087 was multifloral from M.
bahamensis, L. punctatus and Mimosa sp.; H-5088
was multifloral from L. punctatus, P. guajava and
Mimosa sp. In Dzan sample H-5091 was
multifloral from Crotalaria sp., Mimosa sp. and S.
triquetra, besides, sample H-5092 was multifloral
of Crotalaria sp., M. bahamensis, Mimosa sp.,

SHRUBS HERBS VINE
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Figure 8. Melissopalynological spectrum of the Melipona beecheii pot-honey samples collected in Yucatan, Mexico.
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Figure 9. PCA of the Melipona beecheii pot-honey samples collected in Yucatan, Mexico.

S. triquetra and W. rotundifolia. In Tekax, sample
H-5098 was multifloral from A. ramossisima, B.
simaruba, B. schlechtendalii and Lonchocarpus
sp., and sample H-5097 was bifloral from A.
ramossisima and Lonchocarpus sp. In Xcunya,
sample H-5101 was multifloral from Fabaceae, L.

leucocephala, Thrinax radiata and P. piscipula. In
Xmatkuil, honey samples H-5102 and H-5104
were multifloral from B. simaruba, B.
schlechtendalii, Byrsonima sp., P. guajava and T.
paucidentata (Figure 13).

Table V Principal component analysis (PCA) of the Melipona beecheii pot-honey spectrum

Eigenvectors PCA

Eigenvalue 5.338
Variance (%) 33.94
Cumulative (%) 33.94
Variable PC1
Senna racemosa var. racemosa —-0.737
Cochlospermum vitifolium -0.025
Alternanthera ramosissima 0.023
Psidium guajava 0.607
Bursera schlechtendalii 0.166
Bursera simaruba 0.192
Lonchocarpus punctatus —0.040
Mimosa bahamensis 0.010
Solanum americanum -0.116

4.233 3.478 2.709
23.38 14.22 12.04
57.32 71.54 83.58
PC2 PC3 PC4

0.367 —-0.210 —0.170

—0.190 0.836 —0.351
—0.788 -0.378 -0.019

0.365 -0.278 —0.539

0.153 0.097 0.531

0.173 0.089 0.511

-0.122 —0.088 -0.018

0.070 0.147 -0.012

0.009 —0.039 —0.007
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Figure 10. Cluster analysis for the pot-honey samples from Melipona beecheii collected in Yucatan, Mexico.

The CONISS analysis formed three main
groups with subgroups: group A included the
meliponaries in Mani, Baca and Dzan where M.
beecheii foraged at the arboreal, shrub and
herbaceous strata; group B comprised Valladolid
and Tekax, where the native bee predominantly
collected from the arboreal and herbaceous strata;
and in group C, consisting of the Xcunyd,
Xmatkuil and Tekom meliponaries, the Mayan bee
foraged at the arboreal stratum. A generally clear
separation was observed among the samples from
the different sites (Figure 13).

4. DISCUSSION
In the Yucatan Peninsula the floristic richness

includes over 2300 species of vascular plants.
Floristic studies carried out in Yucatan indicate

that the most common families in low deciduous
forest are Fabaceae, Bignoniaceae,
Convolvulaceae, Orchidaceae and Euphorbiaceae,
while the families Fabaceae, Rubiaceae,
Sapotaceae, Myrtaceae and Ebenaceae are most
abundant in medium subdeciduous forest (Miranda
1958; Zamora Crescencio et al. 2008).

The most abundant family in the studied region
is Fabaceae, with 236 species and 78 genera (Duno
de Stefano et al. 2018), which has been reported as
one of the most important families in Mexico that
include polliniferous and nectariferous plants
(Martinez-Hernandez et al. 1993; Roubik and
Villanueva-Gutiérrez 2009; Ramirez-Arriaga et al.
2016, 2018; Lopez-Roblero et al. 2021; Ortiz-
Reyes et al. 2022).

46



CAPITULO Il

1. MAN
2. BACA

3. DZAN

4. VALLADOLID

5. TEKAX

6. XCUNYA
EKOM

PC2: 17.76% TOTAL VARIANCE

#H-5095-H

oH-5086-H
«H-5094-H

5070-P

#H-5073-P H-5097-H,

«H-5090-H ¥H-5101-H

«H-5087-H

061.P__ H-5092-H
Pa s oH
11-5066
P

H-5060-P, &

H-5068-P+H-5062,f
H-5064-P
H-5074-P . " *H-5065
H-5067-P* * {1s060°p

Senna racemosa var. racemosa

PC1: 50.69% TOTAL VARIANCE

Figure 11. Comparative PCA between the Melipona beecheii pot-pollen and pot-honey samples collected in

Yucatan, Mexico.

Table VI Comparative principal component analysis
(PCA) between the Melipona beecheii pot-pollen and
pot-honey spectra.

Eigenvectors PCA

Eigenvalue 5.697 4.347 3.966
Variance (%) 50.693 17.756 11.8
Cumulative (%) 50.693 68.449 80.249
Variable PC1 PC2 PC3
Senna racemosa var. —-0.877 —0.294 —0.127
racemosa

Cochlospermum 0.010 0.654 -—0.678
vitifolium

Alternanthera 0.057 0.272 0.454
ramosissima

Bursera simaruba 0.329 —10.459 —0.294
Bursera schlechtendalii  0.298 —0.424 —0.277
Psidium guajava 0.166 —0.033 0.271
Lonchocarpus punctatus 0.025 0.109 0.212
Mimosa bahamensis 0.010 0.070 0.147
Solanum americanum -0.025 0.041 0.112

Five Fabaceae pollen types were notable in the
present study: L. punctatus, Lonchocarpus sp., M.
bahamensis, Mimosa sp. and S. racemosa var.
racemosa. Pollen of L. punctatus has been
recovered from A. mellifera honey samples in
Quintana Roo (Cordova-Rodriguez et al. 2023),
while Lonchocarpus sp. has been observed in
pollen spectra of A. mellifera honey samples in
Yucatan and Tabasco, as well as in pollen loads of
S. mexicana and Plebeia sp. in Mexico and Brazil
(Martinez-Hernandez et al. 1993; Alfaro Bates et
al. 2010; Villanueva-Gutiérrez 2002; Castellanos-
Potenciano et al. 2012; Cordova-Cérdova et al.
2013; da Silva Correia and Peruquetti 2023).

The Mimosa genus, which has 11 species in the
Yucatan Peninsula, is an important pollen resource
for stingless bees. It has also been reported in
Panama, Brazil and Colombia (Aguilar-Sierra and
Smith-Pardo 2009; Pinto da Luz et al. 2011; Barth
et al. 2012; Roubik and Moreno Patifio 2018; da
Silva Correia and Peruquetti 2023). As for the
species M. bahamensis, it has been described as an
important ~ pollen  and  nectar  resource
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Figure 12. Comparative cluster between the Melipona beecheii pot-pollen and pot-honey samples collected in

Yucatan, Mexico.

for A. mellifera in Yucatan (Villanueva-Gutiérrez
2002; Villanueva-Gutiérrez et al. 2009; Alfato et
al. 2010; Cordova-Rodriguez et al. 2023). All the
pollen types we found in pollen and honey have
been reported as key sources of nectar and pollen
for bees.

The Senna tree is very diverse in the American
continent, and in the Yucatan Peninsula, 23 taxa
have been reported. It is important to mention that
over 70% of the Senna species have extrafloral
nectaries visited by ants and that bees do not
collect these sugary secretions (Marazzi et al.
2006). Further, Senna has been considered an
important pollen resource in Yucatan, Campeche,
Quintana Roo, Oaxaca, Veracruz and Brazil
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and is among the 10 important genera for M.
beecheii and other stingless bees (Enriquez and
Dardon 2007; Ramirez-Arriaga et al. 2011, 2018;
Villanueva-Gutiérrez et al. 2018; Ortiz-Reyes et al.
2022; da Silva Correia and Peruquetti 2023).
Although it is not a nectariferous plant, pollen
grains of S. racemosa have been frequently
recorded in M. beecheii, Scaptotrigona mexicana
and A. mellifera honey pollen spectra in Veracruz,
Tabasco, Yucatan, Campeche and Quintana Roo
(Villanueva-Gutiérrez et al. 2009; Codrdova-
Coérdova et al. 2013; Ortiz-Reyes et al. 2022;
Cordova-Rodriguez et al. 2023).

Other important pollen sources rely on the

Amaranthaceae family. A. ramosissima has been
recovered from A. mellifera honeys in the Yucatan
Peninsula, Brazil and Argentina (Cabrera 2006;
Pereira-Oliveira et al. 2010; Ramos-Diaz et al.
2015).
o In addition, the “copal” tree or Bursera spp.
has been reported as a species of great nectar-
o polliniferous relevance for M. beecheii, S.
mexicana, S. hellwegeri, Cephalotrigona sp., A.
mellifera, among others, in the states of Puebla,
Oaxaca, Tabasco, Yucatan, Campeche, Quintana
o Roo, as well as in Panama (Ramirez-Arriaga and
Martinez-Hernandez 2007; Villanueva-Gutiérrez et
al. 2009, 2018; Alfaro et al. 2010; Quiroz-Garcia
et al. 2011; Ramirez-Arriaga et al. 2011, 2018,
2020; Castellanos-Potenciano et al. 2012; Roubik
and Moreno 2018; Ldopez-Roblero et al. 2021).

Cochlospermum vitifolium has been reported as
an important pollen resource for M. beecheii,
Cephalotrigona sp., Tetragona sp. and A. mellifera
in the Yucatan Peninsula, in Panama, and in other
regions of the Americas (Alfaro et al. 2010;
CONABIO and AECID 2011; Villanueva-
Gutiérrez 2018; Roubik and Moreno 2018;
Coérdova-Rodriguez et al. 2023).

The cultivated tree P. guajava is also
considered a nectar-polliniferous plant for M.
px 3 crinita, M. scutellaris trinitatis, M. favosa, M.
eburnea, Tetragonisca angustula, Trigona
meldaria, Trigona nigra var. paupera and A.
mellifera in Colombia, Brazil and Trinidad; as well
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Figure 13. Melissopalynological spectrum of the nectariferous plants recovered from the pot-honey samples of

Melipona beecheii collected in Yucatan, Mexico.

2018; Ortiz-Reyes et al. 2022; da Silva Correia and
Peruquetti 2023).

The herbaceous S. americanum has been
reported in Spain and Colombia in honeys and
pollen loads of A. mellifera (Girén-Vanderhuck
1995; Diaz-Losada et al. 1997; Terrab et al. 2004).
Also, Solanum sp. has been cited in studies of M.
beecheii, A. mellifera, Cephalotrigona sp., M.
crinitaha, M. fasciata, S. pectoralis, Tetragona sp.,
Trigona (Tetragonisca) angustula, T. (Tetragona)
dorsalis, T. fuscipennis and T. muzoensis in
Mexico, Brazil, Colombia and Panama (Aguilar-
Sierra and Smith-Pardo 2009; Villanueva-
Gutiérrez et al. 2009, 2018; Ramirez-Arriaga et al.
2016; Roubik and Moreno 2018; da Silva Correia
and Peruquetti 2023).

The melissopalynological analyses of the
present study suggested that M. beecheii workers
incorporate pollen grains from polliniferous plants
into honey pots only as an indirect action and
probably during the packaging process. This is
why it was possible to report pollen spectra of
these honey samples and honey should only be
characterised when nectariferous elements are
included. In this sense, the recalculations we
performed made it possible to characterise the
monofloral honeys of M. beecheii from A.
ramosissima, B. simaruba, L. punctatus, and M.
bahamensis. It should be noted that these resources

have also been indicated as important for A.
mellifera in Yucatan, Campeche and Quintana Roo
(Cabrera 2006; Villanueva-Gutiérrez et al. 2009;
Plan Rector 2011; Castellanos-Potenciano et al.
2012; Ramos-Diaz et al. 2015). By contrast, the
pollen types B. simaruba, B. schlechtendalii, M.
bahamensis, L. leucocephala, L. punctatus,
Lonchocarpus sp., M. bahamensis, P. piscipula, P.
guajava, T. radiata and W. rotundifolia were
recorded in multifloral honey samples and in one
bifloral honey.

Studies of the pollen spectrum show the
polylectic behaviour of stingless bees, since they
obtain their resources from diverse plant species
belonging to local vegetation such as secondary
and cultivated vegetation; in the analysis of pollen
pots of M. beecheii in Campeche, monolectic and
oligolectic temporal or local behaviour has been
observed (Ramirez-Arriaga et al. 2018). Our
results suggest polylectic foraging, since the
foraging of M. beecheii includes diverse plant
species; however, monolectic and oligolectic floral
foraging were also observed in the Mayan stingless
bee during the collection of pollen and nectar
resources; this behaviour has been observed in A.
mellifera and in diverse native bees (Ramirez-
Arriaga and Martinez-Hernandez 2007; Ramirez-
Arriaga et al. 2018).
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Figure 14. Pollen grains acetolysed from the pot-pollen
and pot-honey samples of Melipona beecheii in
Yucatan, Mexico. 1-5, 26 Senna racemosa var.
racemosa. 6-8, 11-15, 28 Bursera schlechtendalii. 16—
18, 27 Bursera simaruba. 9-12 Psidium guajava. 19
Caesalpinia gaumeri. 20, 22 Cochlospermum vitifolium.
21, 23 Mimosa bahamensis. 24, 25 Leucaena
leucocephala ssp. leucocephala. 1-25  optical
photomicrographs. 3, 5, 11, 12, 15, 18, 25
photomicrographs  in  phase  contrast.  26-28
photomicrographs taken with scanning electron
microscopy (SEM), scales represent 10 um.

5. CONCLUSIONS

Our research found that the primary source of
pollen in the pot-honey and pot-pollen samples of
M. beecheii is derived from the Fabaceae family.
This family is known to be one of the most diverse
across the peninsula. However, we also found that
species from the Burseraceae family and other
minor families that are commonly found in the
area may also play a crucial role as pollen and
nectar sources for this bee.

The Principal Component Analysis (PCA)
revealed that S. racemose var. racemose and C.
vitifolium were the most significant contributors to
the variance in the pot-pollen samples. It is worth
noting that the honey of M. beecheii has a high
abundance of pollen grains from A. ramosissima,
S. racemose var. racemose, and P. guajava.
According to the PCA analysis, these plants also
contributed significantly to the variance in the
analysed pot-honey samples.

The results suggest that plant diversity is
critical in conserving bee resources in the Yucatan
Peninsula. Our research also provides valuable
information on the sustainable management of
stingless beekeeping in the Yucatan Peninsula.
Furthermore, this research can aid in decision-
making processes that prioritize flora conservation,
which is of great importance to stingless
beekeepers committed to the welfare of the Mayan
bee.
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CAPITULO Il

CAPITULO IlI

ABUNDANCIA DE BACTERIAS Y LEVADURAS EN EL PAN DE ABEJA, MIEL Y
APARATO DIGESTIVO DE Melipona beecheii BENNETT, 1831 (APIDAE:
MELIPONINI) Y SU DEPENDENCIA CON LA COMPOSICION Y ABUNDANCIA DEL
POLEN COLECTADO

Resumen. Los microorganismos que habitan los ambientes del néctar de las flores, del polen y
del aparato digestivo de las abejas, son un grupo especializado en la explotacién de los
azlcares en ambientes extremos y que, a menudo, comparten afinidades filogenéticas y
fisiologicas. Intervienen en las fermentaciones que ocurren en la transformacién del polen en
pan de abeja y del néctar en miel. Sin embargo, poco se sabe sobre estos fenébmenos de
transformacion y sobre la manera en la que la composicion y abundancia de los estos
microorganismos van cambiando entre los ambientes extremos. Los microorganismos
asociados al néctar y a las abejas, son un grupo diverso que intervienen en las fermentaciones
acética y lactica que ocurren durante el proceso de transformacién del polen a pan de abeja y
del néctar a miel. Adicionalmente, los estudios de las comunidades microbianas de abejas se
han centrado principalmente en Apis mellifera y existen huecos de informacion sobre otras
abejas relevantes como la abeja sin aguijon Melipona beecheii. Esta abeja es también
importante productora de miel en la peninsula de Yucatan, por lo que, en este trabajo, se
documentd cuantitativamente los tipos de granos de polen y la presencia de bacterias y
levaduras en muestras de potes de pan de abeja, de miel y aparato digestivo de abejas
obreras, en colonias de esta abeja bajo manejo en meliponarios tradicionales. Con estos datos,
se analizé comparativamente mediante la aproximacion de modelos lineales generalizados y
Andlisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés), la composicién y
abundancia de los tipos polinicos, la abundancia de bacterias y levaduras entre tipos de
muestras y la relacion entre la composicién y abundancia de polen con la abundancia de
microorganismos. Se documenté un total de 16 tipos polinicos, siendo las plantas Senna
racemosa var. racemosa, Bursera simaruba, Cochlospermum vitifolium, Bursera spp.,
Lonchocarpus punctatus, Mimosa bahamensis y Psidium guajava las de mayor aporte de polen.
Se encontraron diferencias en las abundancias de bacterias y de levaduras entre las muestras,
siendo las bacterias las de mayor abundancia en el pan de abeja, mientras que las levaduras lo
fueron en el intestino de las obreras. Se encontrd una relacidén positiva y significativa entre la

composicion y abundancia de polen con la abundancia de ciertos microorganismos, ya que la
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abundancia de polen promueve la abundancia de levaduras, mientras que el exceso de polen
reduce la abundancia de bacterias. La presencia de polen de B. simaruba y S. racemosa var.
racemosa se relacionan negativamente con la abundancia de bacterias, mientras que la

presencia del polen de A. ramosissima promueve la abundancia de levaduras.
3.1. INTRODUCCION

Melipona beecheii al igual que las abejas meliferas, son insectos sociales que viven en colonias
permanentes, organizadas en castas, hay reparticiéon de tareas dentro y fuera del nido como la
colecta de alimento, resinas y otros materiales para mantener la homeostasis de la colonia. Sus
miembros, principalmente abejas obreras, estdn en constante interaccién social dentro de la
colonia, generando una dinamica activa de adquisicion y transferencia de microorganismos
entre individuos y entre compartimentos tréficos como potes de polen y miel, y en su tracto
digestivo. Las interacciones entre microorganismos y abejas sin aguijon presentan una
consistente historia evolutiva, por ejemplo, el ADN de Bacillus, el cual es un género de
bacterias aislado e identificado en nidos de abejas sin aguijon, ha sido encontrado en
ejemplares fosiles de la abeja Proplebeia dominicana con una antigliedad de aproximadamente
20 millones de afios (Camargo et al., 2000; Cano et al.,1994). Las bacterias forman parte de la
comunidad microbiana del pan de abeja, de la miel y del aparato digestivo de las abejas, donde
son esenciales en la adaptacion de los individuos a dietas particulares. Estudios muestran que
las bacterias de los intestinos afectan la ganancia de peso de las abejas adultas, afectan la
expresion de genes que rigen los niveles de insulina y vitelogenina, y aumentan la sensibilidad
a la sacarosa (Zheng et al., 2017). Ademas, producen acidos grasos de cadena corta, como el
acetato, el propionato y el butirato a partir de la degradacion de polimeros vegetales del polen
gue sirven como fuente de energia para el huésped (Zheng et al., 2017; Donohoe et al., 2011).
En el pan de abeja se han descrito grupos de microorganismos que intervienen en el proceso
de transformacion del polen a pan de abeja y del néctar a miel, y los protegen contra agentes
dafiinos como la mosca Pseudohypocera kerteszi (Diptera: Phoridae) que deteriora el polen
almacenado y causa dafios a la colonia (Tang et al., 2021; Lashani et al., 2020; Martin-Culma y
Arenas-Suérez, 2018; Menezes et al., 2013; Lesur, 2002; Gilliam, 1979).

En el polen almacenado de las abejas sin aguijon, se han reportado abundantes bacterias
Gram positivas del género Bacillus spp. y acido-lacticas fermentativas como Lactobacillus sp.,
Fructobacillus sp. y Streptococcus sp. (Menezes et al, 2013; Giliam et al.,1997;1990).

Gavazzoni et al.,, (2022) reportaron en el polen almacenado de la abeja Nannotrigona
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testaceicornis la presencia de bacterias del género Bacillus y de la familia Lactobacillaceae y
Streptococcacea. Tang et al.,, (2021) reportaron en el polen almacenado de Lepidotrigona
terminata, L. ventralis y Tetragonula pagdeni abundantes bacterias de Lactobacillus sp.,
Carnimonas sp., Escherichia sp., Shigella sp. y Acinetobacter sp. También se han encontrado
en el pan de abeja y en la miel de abejas sin aguijon, levaduras del género Candida,
Metschnikowia y Zygosaccharomyces con capacidad proteolitica y pectinolitica que
probablemente intervienen en la transformacién del polen a pan de abeja (Rosa et al., 2003).
La evidencia apunta a que tanto bacterias como levaduras intervienen en el proceso de
transformacion del polen a un alimento mas digerible, producen diversos péptidos con actividad
antimicrobiana, acidos grasos terminalmente ramificados con metilo N; y numerosas enzimas,
incluidas pectinasas, celulasas, amilasas, proteasas, glucanasas e isomerasas muchas
importantes en la transformacion y conservacion del pan de abeja (Katz y Demain, 1997,
Gilliam et al., 1990; Baptist et al., 1978; Fogarty et al., 1974).

En la miel de M. beecheii, se han identificado bacterias de la familia Lactobacillaceae y se sabe
qgue algunas de ellas pueden secretar enzimas proteoliticas, glicoliticas y lipoliticas que
intervienen en la maduracién y conservacion de la miel (Jacinto-Castillo et al., 2022; Gilliam et
al., 1990). Gavazzoni et al., (2022) en mieles de Nannotrigona testaceicornis reportaron la
presencia de bacterias corineformes, asi como de la familia Lactobacillaceae, Bacillaceae y
Micrococcacea. En Tetragonisca angustula, Beux et al.,, (2022) y Pucciarelli et al., (2014)
reportaron la abundancia de Bacillus sp., B. pumilus, B. thuringiensis, Clostridium spp.,
Enterococcus spp., Staphylococcus sp., S. saprophyticus subsp. bovis, S. vitulinus, S. kloosii y
S. pasteuri. Con respecto a levaduras, para Frieseomelitta varia, Tetragonisca angustula,
Melipona quadrifasciata y para M. beecheii se han reportado diversas especies de Candida
spp., en especial Candida apicola, asi como a Starmerella meliponinorum, Aureobasidium

pullulans, Kodamaea ohmeri, y Rhodotorula (Jacinto-Castillo et al., 2022; Teixeira et al., 2003).

En el aparato digestivo de las abejas, se han reportado la presencia de bacterias que
intervienen de manera activa en funciones esenciales como la predigestion del polen, nutricion,
absorcion de nutrientes y en el sistema inmune (Tang et al., 2021; Lashani et al., 2020; Tamarit
et al., 2015). De esta manera, se ha reportado en el aparato digestivo de A. mellifera a
Apibacter adventoris, Bifidobacterium asteroides, Bartonella apis, Lactobacillus Firm-4,
Lactobacillus Firm-5, Frischella perrara, Gilliamella apicola y Snodgrassella alvi como bacterias
centrales de su aparato digestivo (Kwong y Moran, 2016; Anderson et al., 2013; Engel et al.,

2012; Mrazek et al., 2008). Estudios realizados en abejas de la tribu Meliponini han mostrado
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una composicién de microorganismos particular a cada especie de abeja. Suphaphimol et al.,
(2020) para Lepidotrigona terminata reportaron la abundancia de bacterias del filo Firmicutes;
mientras que Gavazzoni et al., (2022) reportaron bacterias corineformes y otras de la familia
Bacillaceae, Lactobacillaceae y Micrococcacea. Diaz et al.,, (2017) y Koch et al., (2013)
reportaron para Melipona panamica, M. bocandei y M. quadrifasciata la abundancia de
Lactobacillus kunkeii, Lactobacillus Firm-5, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus Yy

bacterias de la familia Acetobacteraceae.

La mayor parte de la evidencia sobre la presencia de bacterias y levaduras hasta ahora, ha
sido de valiosa documentacion, pero sin relacionar cuantitativamente las abundancias entre
bacterias y levaduras, ni entender completamente como es la relacién cuantitativa entre las
comunidades microbianas y los diferentes ambientes o compartimentos tréficos de las abejas,
es decir, la relacién que guardan la abundancia de bacterias y levaduras entre el pan de abeja,
la miel y el intestino de las abejas. Esta informacion aportaria a entender la relacién polen-
microrganismos y su importancia en la nutricion de las abejas. Teniendo esto en cuenta, en
este estudio se estim6 la abundancia de bacterias y de levaduras en tres compartimientos
troficos esenciales de la abeja M. beecheii: en potes de polen, en donde el polen colectado por
las abejas obreras se almacena y transforma a pan de abeja; en potes de miel, en donde el
néctar colectado se transforma a miel y; en los intestinos de las obreras forrajeadoras, en
donde los microorganismos son reservados, mezclados con el néctar y el polen colectados e

incluso transmitidos socialmente entre los miembros de la colonia (Kwong & Moran 2016).

Las preguntas de investigacion planteadas en este trabajo son: 1) ¢Coémo cambia la
abundancia de células microbianas, bacterias y levaduras, entre el pan de abeja, miel y el
aparato digestivo de M. beecheii en nidos de meliponarios tradicionales de Yucatan? y 2) ¢Qué
relacion existe entre la composicion y abundancia de polen contenidos en estos tres ambientes
con la abundancia de estos microorganismos? Este trabajo se realizd en nidos de M. beecheii
de meliponarios tradicionales del estado de Yucatan, México y sus resultados aportan al
conocimiento de la biologia de la abeja maya, muy apreciada y base de la meliponicultura en la
region. Esperamos encontrar una alta abundancia de bacterias Gram positivas en las muestras
de pan de abeja y en el aparato digestivo de Melipona beecheii, ya que, reportes previos
indican altas abundancias que intervienen de manera activa en los procesos de transformacion
del polen almacenado y en funciones esenciales para la sobrevivencia de las abejas, ademas,

en la miel, se espera encontrar una baja abundancia de bacterias y levaduras; y se espera que
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la presencia y abundancia de los granos de polen tengan un efecto positivo en la abundancia

microbiana.
3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 de febrero a mayo de 2021, durante la estacién seca, periodo durante el
cual, se presenta una temperatura media (+ DE) de 26.5 (+ 1.9) 'C y humedad relativa (+ DE)
de 70.1 (= 4.6) %. Las muestras de pan de abeja, miel e intestinos de abejas obreras
forrajeadoras se colectaron en ocho meliponarios de tipo tradicional que albergaban
principalmente colonias de la abeja nativa M. beecheii. Las localidades donde se ubican los
meliponarios son los municipios de Baca, Xcunya, Xmatkuil, Mani, Dzan, Valladolid, Tekax y
Tekom en el estado de Yucatan, México. La principal caracteristica del ambiente que rodea a
los meliponarios es que estaban ubicados en zonas adyacentes a cultivos agricolas y huertos
familiares o rodeados por remanentes de selva baja caducifolia (arboles de 4 a 12 de altura) o
de selva mediana subcaducifolia (arboles de 10 a 15 m de altura) o estaban ubicados en patios
traseros de las casas. Todos los meliponarios estaban construidos con techos de palma de
guano y pisos de concreto, rodeados de una pequefia zanja de agua para evitar hormigas
(Figura 3.1). Los nidos donde se obtuvieron las muestras fueron considerados, por parte de los
propietarios, en buen estado de salud, con suficiente poblacion de obreras, cantidad adecuada
de almacenamiento de polen y miel en potes y albergaban de 6 a 60 colonias de abejas por

meliponario.
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Figura 3.1. Meliponario de construccion tradicional con colonias de Melipona beecheii en cajas de

madera de un meliponario de traspatio en Tekax, Yucatan, México.

3.2.2. Colectay procesamiento de muestras de pan de abeja, miel y abejas de Melipona

beecheii

En cada meliponario, se colectaron muestras de pan de abeja y de miel de tres colonias de M.
beecheii, excepto en el de Mani, en donde se colectaron muestras de polen y de miel de cuatro
colonias. En cada colonia, se selecciond un pote de cera de reciente construccion (color de la
cera claro), que contuviera polen almacenado (pan de abeja) y que ya estuviera operculado;
esto permitié garantizar que fuera polen colectado de la temporada en la que el muestreo fue
realizado. De esta manera se aseguré en lo posible que las muestras estuvieran en las etapas
de transformacion y, por lo tanto, los microorganismos que pudiera contener estuvieran en
actividad y no en formas de resistencia como seria en las etapas finales de su transformacion.
El contenido de cada pote fue colectado completamente con cucharas esterilizadas y fue
almacenado en un vial estéril y almacenado a 4 °C hasta su procesamiento en laboratorio. Este
mismo procedimiento fue aplicado a potes que contenian miel, y en estos potes, la miel se
extrajo con jeringas estériles de plastico cuya punta tenia adaptada una manguera para
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venoclisis de seis cm de largo. Cada muestra extraida se coloc6 en un vial estéril. Las
muestras extraidas fueron etiquetadas y almacenadas a 4 °C hasta su posterior andlisis.
Adicional a la colecta de las muestras de pan de abeja y miel, también se capturaron tres
abejas obreras adultas forrajeras por cada colonia. Estas abejas fueron capturadas a la entrada
de su colonia, a su regreso de su viaje de colecta de néctar y polen, y para su captura se uso
una red entomolégica. Cada abeja se coloco por separado en un vial estéril y se mantuvieron a
4 °C durante 24 horas (Garcia et al., 2006). Los materiales no resistentes al calor como
guantes, jeringas hipodérmicas de 20 mL y mangueras para venoclisis fueron esterilizados con
luz ultravioleta durante 20 minutos en una campana de flujo laminar TERLAB, Modelo TE-
FLV12, Serie 150504, y el resto de material en autoclave Felisa®, Modelo FE-399, Serie
17040022 a 121 °C durante 20 minutos a 14 psi.

El contenido colectado de cada pote fue pesado (pan de abeja) o su volumen (miel) fue
registrado. De cada material colectado, se separé un gramo o un mililitro segun fuera en caso,
y sSe puso en un vial aparte procurando homogeneizar las muestras para garantizar la
obtencion de una submuestra representativa del contenido de cada pote estudiado. De Cada
gramo o mililitro se extrajo 100 microgramos o microlitros segun fuera el caso y se le afiadieron
900 pL de solucién salina para obtener un volumen final de 1 mL de solucion por submuestra
en un vial aparte. Las abejas colectadas fueron sacrificadas aplicando frio (4 °C por 24 horas),
posteriormente, sus cuerpos fueron lavados con soluciéon salina para eliminar particulas
contaminantes que pudiesen estar adheridas a su cuerpo. Las abejas fueron disectadas y se
les extrajo el aparato digestivo, este procedimiento se realizO con un microscopio
estereoscopio y pinzas entomoldégicas y bisturi estériles. El aparato digestivo completo de cada
abeja fue triturado usando pistilos estériles en 600 uL de glicerol al 15 %, se registro el
volumen de cada muestra y se tomé 100 pL, al cual se le agregd 900 uL de solucién salina
para obtener un volumen de 1 mL. Los viales conteniendo las soluciones de miel, pan de abeja
e intestinos triturados fueron almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento con técnicas de
microscopia. Estos procedimientos fueron realizados siguiendo la metodologia de
Disayathanoowat et al., (2012) y de Garcia et al., (2006).

3.2.3. Microscopia: tincién y conteo de microorganismos

En total, se obtuvieron 25 viales conteniendo pan de abeja en solucién (uno por pote por
colonia y tres colonias por meliponario, excepto en Mani en donde se muestrearon cuatro

colonias), 25 viales conteniendo miel en solucion. Cada vial correspondié a un pote de miel o
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pan de abeja o0 abeja obrera obtenido por colonia, de tres colonias estudiadas por meliponario,

excepto en Mani en donde se muestrearon cuatro colonias.

Para la deteccion y conteo de bacterias, de cada vial, conteniendo las muestras de miel, o pan
de abejas o intestinos, se tom6 una alicuota de 20 pL que fue fijjada en un portaobjeto
individual con aplicacién de calor. Este procedimiento se repitidé seis veces por cada vial para
lograr mayor exactitud en el conteo. En cada preparaciéon se realiz6 la tincion de Gram para
detectar la presencia de bacterias Gram positivas y Gram negativas. La tincion de Gram se
realizé con un kit de tincién de Gram (HYCEL) siguiendo la metodologia de Smith y Hussey
(2005). El principio de coloracién para distinguir grupos de bacterias se basa en que las
bacterias Gram positivas, al presentar una pared celular gruesa formada de un 80-90 % de
polimeros de peptidoglucano y polimeros de acido teicoico, retienen el colorante violeta cristal,
los cristales formados al aplicarle yodo atrapan el colorante y después de una fase de
decoloracién con etanol, permiten distinguir a este grupo por la coloracion de azul a violeta.
Las bacterias Gram negativas, al tener la pared celular mas delgada (10-20 % de
peptidoglucanos) y presentar una capa mas externa hecha de una mezcla de lipopolisacaridos,
lipoproteinas y lipidos, no retiene el colorante en la fase de decoloracion con alcohol, por lo

gue este grupo presenta una coloracién de rojo a rosa (Davies et al.,1983).

Para la deteccion y conteo de levaduras, se tomé una alicuota de 20 pyL de cada vial
conteniendo las muestras de miel, pan de abeja o intestinos, y se les aplico una fase de
aclarado agregando 5 pL de hidréxido de potasio al 10 % siguiendo la metodologia de Llovo y
Pontén (2007). El hidréxido de potasio digiere parcialmente los componentes proteicos
contenidos en las células, pero no actla sobre los polisacaridos de las paredes celulares, lo
gue permite una confiable visualizacion de las levaduras en las muestras. De manera
individual, las alicuotas fueron fijadas en un portaobjeto con aplicacibn de calor. Este
procedimiento fue repetido seis veces por cada vial. Las alicuotas fijadas fueron tefiidas con 5
pL de azul de lactofenol (colorante que contiene fenol, &cido lactico y azul de metilo). El fenol
promueve la inactivacion de las enzimas hidroliticas, evitando asi la lisis celular, el acido lactico
preserva las estructuras fungicas y el azul de metilo se une a la quitina de las paredes

celulares, tifiendo sus estructuras y permitiendo su visualizacion confiable.

Cada preparacion obtenida fue observada bajo la 6ptica de un microscopio (Olympus modelo
cx31) con un ocular de 10 x 20 de magnificacion con reglilla milimétrica incluida y un objetivo de

100x aplicando aceite de inmersion. Esto permitié dividir el campo 6ptico (314.16 micras?) en
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cuatro secciones con la finalidad de realizar el conteo de células microbianas barriendo con los
ojos cada seccion del campo ocular y luego sumando los conteos, para finalmente obtener un
conteo de bacterias, de levaduras (0 elementos fungicos) para cada vial representando las
muestras de miel, pan de abejas e intestinos de abejas obreras por pote, colonia y meliponarios
estudiados.

3.2.4. Conteo de granos de polen

En las preparaciones de microscopia para detectar y contar bacterias y elementos flngicos,
también se contabilizaron los granos de polen. Para esto, se identificaron las especies de
plantas a las que pertenecian los granos contenidos en cada preparacion y se cont6 el nimero
de granos de polen por especie. Para la identificacion del polen, se describieron las
caracteristicas morfologicas de la pared de los granos de polen detectados y se compararon
con catalogos palinolégicos y articulos especializados en melisopalinologia hasta lograr
identificar a nivel de especie. Estos conteos sirvieron para documentar la composicion de
especies de granos de polen, calcular la abundancia de granos de polen y como variable
explicativa de la abundancia de microorganismos entre la miel, pan de abeja e intestinos de
abejas obreras.

3.2.5. Andlisis estadistico

Para conocer la composicion de especies de granos de polen por meliponario, se construy6
una matriz de presencia-ausencia entre las especies de polen y las muestras por meliponario
distinguiendo entre miel, pan de abeja e intestinos. Con esta matriz, se calcul6 una matriz de
distancias de disimilaridad aplicando el indice de Bray-Curtis y se realiz6 un andlisis de
conglomerados obteniendo un dendrograma jerarquico con el método de aglomeracion de
grupos de pares ponderados por media aritmética (WPGMA). Esta aproximacion de
discriminacion separa en grupos aplicando como criterio que la distancia de disimilaridad de un
conglomerado a otro debe ser mayor que la distancia promedio de cada uno de sus miembros
al siguiente conglomerado. Al cumplirse el criterio, entonces se distingue como un grupo
diferenciado. Este dendrograma fue complementado con un mapa de calor en el que la
intensidad del color representa la abundancia de polen por especie planta y por pote y
meliponario. Este analisis gréfico permitio identificar grupos afines con relacion a la

composicion de especies de granos de polen y su importancia con relacion a su abundancia
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entre ambientes (miel, pan de abeja, intestinos) y por meliponarios. Se usaron las bibliotecas
vegan, ggendro y stats de la plataforma r version 4.3.1 para este analisis.

Para incluir la composicion de especies de granos de polen como variable explicativa en los
subsiguientes andlisis, se utilizaron los datos de abundancias de especies de polen, corregidos
por el método Hellinger de raiz cuadrada del dato, para disminuir el efecto de doble cero en
célculo del indice de disimilitud de la composicion entre muestras (Legendre y Gallanger 2001).
Posteriormente, se aplicé el analisis de componentes principales (PCA) permitiendo que las
distancias de disimilitud resultantes fueran reflejadas por la amplitud de los angulos y longitud
de vectores dentro de un grafico de dos ejes. Para seleccionar los ejes a graficar, de los ejes
resultantes del PCA, se escogieron los que englobaran el mayor porcentaje (> 50 %) de
variaciéon multidimensional de las muestras, para esto se construy6 un grafico de contribuciones
de las especies de granos de polen en cada eje. Se usaron las bibliotecas vegan para el
analisis de PCA, FactoMiner y factoextra de la plataforma r para realizar el grafico y calcular la
contribucién de cada especie de polen a cada eje. Con base a este analisis, los ejes
seleccionados PCA1 y PCA2 fueron incluidos como variables explicativas independientes en el

andlisis de regresion subsiguiente.

Para analizar diferencias en la abundancia de células microbianas (bacterias y levaduras) entre
los ambientes de pan de abeja, miel e intestino, asi como analizar su relacién con la
composicion y abundancia de especies de granos de polen, se aplicaron modelos de regresion
lineal generalizada. Para esto, se asumi6é que la distribucién de los residuales es binomial
negativa, ya que el histograma de frecuencias de los datos presenté una joroba sesgada a la
derecha y una dispersion extrema. En el modelo puesto a prueba, la proporcion de células
microbianas esta determinada por el tipo de ambiente (miel, pan de abeja o intestino), por la
abundancia de granos de polen y por la composicion de especies de polen. Se consider6 al
ambiente pan de abeja como el nivel de referencia y que es el compartimento que por
definicion concentra la mayor abundancia de polen. Los coeficientes de regresion generados
por el modelo fueron calculados por el método robusto de pesado de las observaciones con
respecto a su dispersion. Estos coeficientes fueron graficados junto con su respectivo intervalo
de confianza al 95% mas un intervalo interno del 50 % para poder comparar y explorar el
patron de diferencias entre los tres ambientes y la influencia de covarianza las variables
explicativas de abundancia general de polen y composicion de especies de polen. Posterior a la
aplicacion de los modelos mixtos generalizados, se calcularon la mediana y los cuartiles

predichos por tipo de ambiente y se graficaron en diagramas de caja y bigote. Estos diagramas
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fueron complementariamente graficados con los datos observados. Se utilizaron las bibliotecas
jtools y broom.mixed, MASS y ggplot2 de la plataforma r version 4.3.1 para los andlisis y
graficos.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Pan de abejay miel de potes

El peso promedio por pote (+ DE) del pan de abeja fue 20.1 + 2.7 g con valores minimos de
15.8 g y maximo de 26.8 g, y para la miel, el volumen promedio por pote (+ DE) fue 8.1 + 3.5

mL con valores minimos de 5 mL y maximo de 20.5 mL (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Peso del pan de abeja y volumen de miel por pote en colonias de Melipona beecheii de

meliponarios tradicionales en ocho localidades del estado de Yucatan. Los potes eran recién cerrados.

Localidad Coordenadas Colonia Pan de Miel (mL)
(meliponario) abeja
(@)
Mani 20°22'46.956" N 89°23'5.514" W Caja 034 18 5.3
Mani 20°22'46.956" N 89°23'5.514" W Caja 017 15.8 5
Mani 20°22'46.956" N 89°23'5.514" W Jobdn 1 211 115
Mani 20°22'46.956" N 89°23'56.514" W Jobon 2 20.4 8
Baca 21°06'47.0" N 89°24'25.2" W Cajal 19.7 6.8
Baca 21°06'47.0" N 89°24'25.2" W Caja 2 211 7.5
Baca 21°06'47.0" N 89°24'25.2" W Caja 3 20.4 20.5
Dzan 20°22'46.1244" N 89°26'41.132" W Cajal 24 6.5
Dzan 20°22'46.1244" N 89°26'41.132" W Caja6 25 14.2
Dzan 20°22'46.1244" N 89°26'41.132" W Caja 13 21.9 13.5
Valladolid 20°40'42.3" N 88°11'47.0" W Cajal 19.9 7.5
Valladolid 20°40'42.3" N 88°11'47.0" W Caja 2 16.4 8.5
Valladolid 20°40'42.3" N 88°11'47.0" W Caja3 19.2 7.5
Tekax 20°11'56.4" N 89°16"19.3" W Cajal 16.5 5
Tekax 20°11'56.4" N 89°16'19.3" W Caja2 19.2 7.5
Tekax 20°11'56.4" N 89°16"19.3" W Caja 3 26.8 10
Xcunya 21°7'57.2268" N 89°36'45.6732" W Cajal 21.1 8
Xcunya 21°7'57.2268" N 89°36'45.6732" W Caja 2 18.7 5.3
Xcunya 21°7'57.2268" N 89°36'45.6732" W Caja3 17 6.5
Xmatkuil 20°52'01.2" N 89°37'28.7" W Caja M69(29) 16.7 6.9
Xmatkuil 20°52'01.2" N 89°37'28.7" W Caja MM57 19.5 7.1
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Xmatkuil 20°52'01.2" N 89°37'28.7" W Caja MM56 2P 21.6 7.4
Tekom 20°36'28.9" N 88°15'36.4" W Tekom Caja 3 21.2 5.6
Tekom 20°36'28.9" N 88°15'36.4" W Tekom Caja 8 18.9 5.7
Tekom 20°36'28.9" N 88°15'36.4" W Tekom Caja 17 22.1 5.2

3.3.2. Andlisis de la composicion de especies de polen en muestras

En total, sumando las muestras de pan de abeja, de miel e intestinos, se registraron 16 tipos
polinicos. En el pan de abeja, los granos de polen mas abundantes fueron de Senna racemosa
(Mill.) H.S. Irwin & Barneby var. racemosa, Bursera simaruba (L.) Sarg., Bursera schlechtendalii
Engl. y Cochlospermum vitifolium (Willd.) Spreng. En la miel fueron Alternanthera ramosissima
(Mart.) Chodat, B. simaruba, S. racemosa y Mimosa bahamensis Benth., y por ultimo, en el

aparato digestivo fue S. racemosa, seguido de A. ramosissima y B. simaruba (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Tipos polinicos registrados en las muestras de pan de abeja, miel y aparato digestivo de
Melipona beecheii en meliponarios tradicionales del estado de Yucatan, México. En el cuadro, se

muestra el nimero de granos de polen por especie de planta contabilizados en las preparaciones de

microscopia.
Especie Tipo de ambiente

Pan de abeja Miel Aparato digestivo
Alternanthera ramosissima 3 26 3
Bixa orellana 2
Bursera simaruba 631 17 3
Bursera schlechtendalii 452 3
Cochlospermum vitifolium 390 10 1
Crotalaria sp. 7 1 2
Desmanthus virgatus 9
Leucaena leucocephala 1
Lonchocarpus sp. 2
Lonchocarpus punctatus 88 5
Mimosa bahamensis 63 20
Mimosa sp. 19 6
Psidium guajava 46 6
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Senna racemosa var.

racemosa

Senna sp.1

Solanum americanum

Total, granos de polen

1632

8

23

3,374

26

5

127

14

23

De acuerdo con el indice de disimilitud de Bray-Curtis y el analisis de conglomerados

jerarquicos de composicion de especies, se logran diferenciar cuatro grupos principales a una

distancia de disimilaridad de 1.4 veces. Un conglomerado agrupé las muestras de pan de abeja

y miel de los meliponarios de Tekom e Xmatkuil con un subgrupo definido principalmente por la

presencia de Psidium guajava (Figura 3.2). El segundo y tercer grupo presentaron dos

subgrupos, donde las muestras de intestinos se distinguen y forman conglomerados, y

estuvieron agrupadas por los tipos polinicos Crotalaria sp. y Bursera simaruba. La mayoria de

las muestras de pan de abeja se agruparon en el cuarto grupo, las taxa importantes fueron

Solanum americanum, Mimosa sp., M. bahamensis y B. simaruba (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Dendrograma realizado con una matriz de disimilaridad de Bray-Curtis con datos de
presencia-ausencia de especies de polen en las muestras. Se us6 el método de WPGMA para generar
los grupos. El dendrograma esta acoplado a un mapa de calor en el que la intensidad del color denota la
frecuencia de aparicion de las especies a lo largo de las muestras. En el gréafico se pueden distinguir

cuatro grupos principales.
3.3.3. Andlisis de Componentes Principales (PCA)

El PCA realizado para reducir la multidimensionalidad de la composicion y abundancia de
especies de granos de polen para su uso en el analisis de regresion, indicé que los primeros
cuatro componentes explican el 76.53 % de la varianza de los datos (Cuadro 3.3). El primer eje
(Dim1) explica la mayor parte de la variacion de la composicién de especies, englobando el
46.9 %. Este primer eje mas el eje 2 (Dim2) con un 14.1 %, alcanzan a explicar mas de la mitad
de la variacién total de la composicion de especies. Otros dos ejes que explican mas alla del 5
% son el eje 3 (8.8 %) y el eje 4 (6.7 %) y entre estos cuatro ejes, se alcanza a explicar el 76.5
% de la variacion total (Cuadro 3.3). Los tipos polinicos de mayor contribucién en la varianza
fueron Senna racemosa con un aporte mayor al 50 %, Bursera simaruba 20 % y Alternanthera
ramosissima (Figura 3.3). Con base a estos datos, se consideraron los primeros dos ejes que
explican el 61.06 % de la varianza de los datos como variables continuas para realizar el
subsiguiente analisis de regresion con modelo mixtos generalizados. Para el primer eje (Dim-1
o PC1) las especies de mayor contribucion fueron S. racemosa (62 %) y B. simaruba (32 %), y
en el segundo eje (Dim-2 o PC2) fueron A. ramosissima (35 %), B. simaruba (30%), S.
racemosa (19 %) y B. schlechtendalii (7 %) (Figura 3.3).

Cuadro 3.3. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los tipos polinicos encontrados en el pan de

abeja, miel y aparato digestivo de Melipona beecheii en Yucatan México.

Ejes PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7
Eigenvalue 0.2729 0.08213 0.05097 0.03900 0.03119 0.02804 0.02401
Varianza (%) 46.93 14.126 8.766 6.707 5.364 4.822 4.130

Varianza  acumulada 46.93 61.061 69.827 76.534 81.898 86.720 90.850
(%)

Cuadro 3.3. Continuacion

Ejes PC8 PC9 PC10 PC11 PC12 PC13 PC14
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Eigenvalue 0.01831 0.01433 0.01060 0.00721 0.00138 0.000919 0.000444
Variance (%) 3.149 2.464 1.823 1.2414 0.2384 0.15819 0.07644

Cumulative variance 93.999 96.463 98.286 99.5270 99.7654 99.92356 1.000000
(%)
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Figura 3.3. Analisis de Componentes Principales (PCA) para explorar la variacién en la composicién de
especies de granos de polen en el pan de abeja, miel y aparato digestivo de Melipona beecheii en
meliponarios tradicionales del estado de Yucatan, México. En el grafico Senara= Senna racemosa var.
racemosa, Desman= Desmanthus virgatus, Solanum= Solanum americanum, Loncho= Lonchocarpus
sp., Mimosasp= Mimosa sp., Mimosa= Mimosa bahamensis, Alternan= Alternanthera ramosissima,

Crota= Crotalaria sp., Cochlos= Cochlospermum vitifolium, Lonchopu= Lonchocarpus punctatus,
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Psidium= Psidium guajava, Leuca= Leucaena leucocephala, Sennasp= Senna sp.1, Bixa= Bixa orellana,
Bursesc= Bursera schlechtendalii, Burse= Bursera simaruba. Contri= contribucion al porcentaje de la
varianza. Dim1 = eje 1 de PCA, Dim2 = eje 2 de PCA.

3.3.4. Abundancia de bacterias y levaduras

En el pan de abeja, se analizaron un total de 150 preparaciones de microscopia para visualizar
bacterias y 150 para levaduras, en la miel 150 para bacterias y 150 para levaduras, y para los
intestinos 450 para bacterias y 450 para levaduras, y en total se revisaron 1,500 preparaciones.
En todas las preparaciones de tinciones de Gram, Unicamente se encontraron bacterias
pertenecientes al grupo de las Gram positivas. De acuerdo con los datos observados, en el pan
de abeja se observé la mayor abundancia bacteriana con un promedio (+ DE) de 406 + 368
células bacterianas y con una mediana de 331, seguido del aparato digestivo con 124 + 54.6
con una mediana de 124, y por ultimo, la miel con 95 + 52 células bacterianas con una mediana
de 84. Respecto a las levaduras sus abundancias fueron menores a las bacterianas, el
promedio (= DE) para el pan de abeja fue de 9 + 3 células de levaduras con una mediana de
7.6, en la miel de 4.4 + 2.4 con una mediana de 4.6 y en los intestinos de 12.4 + 6 con una
mediana de 10. Las medias de las bacterianas para el pan de abeja presentaron valores entre
44.6 a 918, en la miel de 34 a 172 y por ultimo en el intestino de 58 a 186; y para levaduras de
5.6 a135,de 1 a 7.6 y de 8 a 27 para el pan de abeja, miel e intestinos, respectivamente
(Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.4. Estadistica descriptiva de la abundancia observada de bacterias y levaduras por meliponarios en muestras de pan de abeja, miel y

aparato digestivo Melipona beecheii en Yucatan, México. SD=desviacién estandar. RIQ= Rango intercuartilico.

Meliponario Tipo de Numero de Abundancia NUmero de Abundancia
muestra preparaciones Bacteria (314.16 micras?) preparaciones Levadura (314.16 micras?)
Tincion Gram  Media £ SD Mediana (RIQ) Tincioén lactofenol  Media + SD Mediana (RIQ)
Mani 24 75.5+31.8 68.5 (58.5) 24 13.5+6.3 12.5 (12)
Baca 18 873.6 +185.6 882 (371) 18 73+£35 7(7)
Dzan 18 144 + 133.5 73 (237) 18 6.3+4.1 5(8)
Valladolid Pan de 18 519 + 465.3 552 (929) 18 56+23 7 (4)
Tekax abeja 18 44.6 + 13 44 (26) 18 13.3+7.3 16 (14)
Xcunya 18 72.3+£25.8 60 (47) 18 8+45 7(9)
Xmatkuil 18 603 + 380.2 699 (742) 18 8+3.6 9(7)
Tekom 18 918.3 +677.3 622 (349) 18 7+ 3.6 6 (7)
Mani 24 34.2+13.3 29 (22.2) 24 6.7+5.6 5(9.7)
Baca 18 53.3+35 50 (7) 18 53+15 5(@3)
Dzan 18 152.3 +45 149 (90) 18 23+0.5 2()
Valladolid Miel 18 133.6 +108.2 125 (216) 18 6.6+5 6 (10)
Tekax 18 44.6 £ 9.6 43 (19) 18 4+1 4 (2)
Xcunya 18 80.6 £ 14.2 74 (26) 18 76+4.6 5(8)
Xmatkuil 18 172.6 £ 61.6 152 (118) 18 1 1 (0)
Tekom 18 88.3+40.2 102 (77) 18 2+1 2(2
Mani 72 159.4 + 29.1 172 (47) 72 27+7.2 25 (14)
Baca 54 182.3+16 181 (32) 54 13.6+5.6 12 (11)
Dzan 54 186.6 + 10.9 193 (19) 54 10+2 10 (4)
Valladolid Aparato 54 168 + 42.7 163 (85) 54 1232 13 (4
Tekax digestivo 54 89.6+15.3 97 (28) 54 8.3+5.38 6 (11)
Xcunya 54 58.3+11 59 (22) 54 8+1.7 7(3)
Xmatkuil 54 80.6 £ 32.2 76 (64) 54 10.3+25 10 (5)
Tekom 54 69 + 49.3 50 (93) 54 10.3+5.5 10 (112)
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3.3.5. Anédlisis de regresion binomial negativa

Los resultados de los andlisis sobre la abundancia bacteriana y de levaduras mostraron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Cuadro 3.5). La mayor abundancia
bacteriana se present6 en el pan de abeja con una mediana predicha de 331 células
bacterianas con un RIQ de 508. El segundo ambiente con abundancia de bacterias fue el
intestino, present6 una mediana predicha de 124 células bacterianas con un RIQ de 106. Por
altimo, la miel present6 la menor con una mediana predicha de 84 células bacterianas con un
RIQ de 100. Para levaduras, la mayor abundancia se presentd en el aparato digestivo con una
mediana predicha de 10.3 células de levadura con un RIQ de 4.5, seguido del pan de abeja con
7.6 células de levadura con un RIQ de 5.5, y, por dltimo, la miel que no fue significativa
present6 una mediana predicha de 4.6 células de levadura con un RIQ de 4.6. Estos resultados
indican la presencia de una mayor abundancia de levaduras en los intestinos y la menor en la

miel (Figura 3.4).

Cuadro 3.5. Andlisis de regresidon binomial negativa para estimar diferencias en la abundancia de
bacterias y levaduras entre los ambientes de pan de abeja, aparato digestivo y miel de potes cerrados en
colonias de Melipona beecheii y la influencia de la composicién de especies de polen y la abundancia de

granos de polen contenidos en las muestras.

Bacteria

Coeficiente Error Estandar Z P
Pan de abeja 8.497692 0.545644 15.574 <0.0001***
Aparato digestivo -3.576811 0.544657 -6.567 <0.0001***
Miel -3.828412 0.540336 -7.085 <0.0001***
PC1 -0.966674 0.395168 -2.446 0.0144 *
PC2 -0.410012 0.400611 -1.023 0.3061
Abundancia de -0.020127 0.004034 -4.989 <0.0001***
polen
Levadura
Pan de abeja 1.452598 0.392874 3.697 0.000218 ***
Aparato digestivo 1.088727 0.392036 2.777 0.005485 **
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Miel -0.021997 0.390306 -0.056 0.955057
PC1 0.172009 0.292281 0.589 0.556193
PC2 0.929250 0.296589 3.133 0.001730 **
Abundancia de 0.005676 0.002889 1.965 0.049450 *
polen

Significancia: < 0.0001 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘” 0.1 ‘" 1.

A 1000- B

30~

750 -

N
o
'

500 -

Bacterias
Levaduras

| ! ! ! | \
Pan de abeja Intestinos Miel Pan de abeja Intestinos Miel

Figura 3.4. Abundancia de microorganismos entre los tres ambientes: pan de abeja, miel e intestino de
Melipona beecheii. Se presentan datos observados mas mediana y los cuartiles predichos. A) bacterias;
B) levaduras.

De acuerdo con los modelos empleados para bacteria y levadura, los resultados indican que
probabilisticamente en el pan de abeja de M. beecheii podemos encontrar abundancias
bacterianas cercanas a 331 células bacterianas en 314.16 micras?, en los intestinos 124 células
bacterianas en 314.16 micras?y en la miel 84 células bacterianas en 314.16 micras?. Respecto

a las levaduras, en el pan de abeja son cercanos a 7.6 células de levaduras en 314.16 micras?,
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en los intestinos 10.3 células de levaduras en 314.16 micras? y en la miel 4.6 células de
levaduras en 314.16 micras? (Figura 3.4).

Los resultados para las variables abundancia de polen fueron estadisticamente significativos
para bacterias y levaduras, y la composicion y abundancia de polen PC1 fue significativa en
bacterias y el PC2 en levaduras (Cuadro 3.6).

Los coeficientes de regresidbn mostraron que la abundancia polinica tiene un efecto ligeramente
negativo en la abundancia de bacterias, mientras que para levaduras su efecto es positivo; y la
composicion y abundancia de polen (PC1l y PC2) son significativos e influyen sobre la

abundancia de bacterias y levaduras (Cuadro 3.6 y Figura 3.5)

Intestinos 5
——CI_—
Miel !
— | e
Abundancia de “
polen — e —— :
I
PC1 5
1+
PC2 O
o
-4 -2 0 2

Coeficientes de regresion
Modelo =Om Levaduras wDm Bacterias
Figura 3.5. Coeficientes de regresion para abundancia de bacterias y levaduras contabilizadas en

preparaciones fijas. Pan de abeja: valor numérico de referencia 0.0; PC1 y PC2: composicion vy

abundancia de granos de polen.
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3.4. DISCUSION

Diversos autores han enfocado sus estudios en conocer la composicién y abundancia de las
especies microbianas a través de los andlisis moleculares. Lo anterior permite realizar
identificaciones a un nivel taxondmico detallado, pero sin relacionar cuantitativamente el
namero de células completas que hay en cada ambiente (pan de abeja, miel y aparato
digestivo), y como el polen, un elemento indispensable en su dieta, puede influir en su
dindmica. En este trabajo, se analizaron preparaciones fijas de microscopia para cuantificar
polen y células completas de dos grupos distintos de microorganismos taxonémicamente
lejanos (bacterias y levaduras) de manera simultanea, cuantitativa y econémica. Lo anterior,
permitié realizar un analisis comparativo entre ambientes que nos sefiala un patron de
distribuciones relacionadas con el tipo de célula, que sugiere su importancia en el proceso de

alimentacion de M. beecheii.

Los granos de polen son elementos indispensables en la nutricion de las abejas, se ha
reportado que pueden producir mas de 250 sustancias con actividad biolégica. Es una fuente
crucial de proteinas, aminoacidos, acidos grasos, esteroles, lipidos, vitaminas, minerales,
fitoquimicos, entre otros (Laaroussi et al., 2023; Margaoan et al., 2014). La composicién y
abundancia de los granos de polen encontrados en conjunto en el pan de abeja, miel y aparato
digestivo que fueron analizados, mostraron una riqueza de 16 tipos polinicos. Todos ya han
sido reportados en otros trabajos como recursos importantes de polen y néctar para las abejas.
Los granos de polen de mayor importancia o aquellos, que, de acuerdo a su contribucion en la
varianza, pueden influir en la dinamica microbiana, en el componente PC1 encontrarnos a
Senna racemosa y B. simaruba, los cuales han sido reportados como predominantes (= 45 %)
en el pan de abeja y en mieles de Melipona beecheii provenientes de diversas localidades del
estado de Yucatan, asi como en Campeche (Chind), Quintana Roo (Puerto Morelos, Reserva
de la Biosfera de Sian ka'an, Sur de Felipe Carrillo Puerto, Chetumal), y en Chiapas
(Tapachula, Tuxtla Chico y Cacahoatan), entre otros (Bacab-Pérez et al., 2024; L6pez-Roblero
et al., 2021; Ramirez-Arriaga et al., 2018; Villanueva-Gutiérrez et al., 2018). B. simaruba,
también ha sido reportado como recurso importante para otras abejas, como para
Scaptotrigona mexicana en Chiapas y el norte de Puebla (Cuauhtamazaco,
Cuauhtlapanaloyan, Ixtahuata, Pinahuista, Tzinacapan, Tepetzintan, Tetelilla de Islas,
Xalpantzingo, Yohualichan); y para Tetragonisca angustula en Chiapas (Lépez-Roblero et al.,
2021; Ramirez-Arriaga y Martinez-Hernandez, 2007). Para A. mellifera ha sido reportado en

Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Oaxaca, Puebla, Tabasco, entre otros (Ramos-Diaz et al.
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2015; Ramirez-Arriaga et al., 2011; Alfaro et al., 2010; Villanueva-Gutiérrez et al., 2009;
Ramirez-Arriaga y Martinez-Hernandez, 2007).

En el componte PC2 los granos de polen de mayor contribucién fueron A. ramossisima, B.
simaruba, S. racemosa y B. schlechtendalii. Estas especies vegetales han sido reportadas
como recursos de polen y néctar importantes para A. mellifera y M. beecheii en la peninsula de
Yucatan (Bacab-Pérez et al., 2024; Cérdova-Rodriguez et al., 2023; Villanueva-Gutiérrez, 2018;
Alfaro et al., 2010). Otros taxones de menor aporte para ambos ejes fueron Psidium guajava,
Mimosa bahamensis, Cochlospermum vitifolium, Crotalaria sp., Lonchocarpus punctatus y
Solanum. El polen de C. vitifolium y S. racemosa ha sido documentada con frecuencia en los
espectros polinicos de las mieles de M. beecheii y A. mellifera a pesar de no ser plantas
nectariferas (Bacab-Pérez et al., 2024; Cérdova-Rodriguez et al., 2023; Villanueva-Gutiérrez,
2018). La presencia de estos granos de polen podria deberse a una sobre representacion,
producto del polen adheridos al cuerpo de la abeja y depositados en el néctar durante su
busqueda y colecta. De igual manera, en observaciones de campo se ha observado la adicion
de polen por parte de las abejas a la miel, este comportamiento podria deberse para enriquecer
el contenido proteinico de las mieles, sin embargo, ha sido poco estudiado.

Respecto a la abundancia microbiana, los resultados de la presente investigacion sugieren que
bacterias y elementos flngicos ocupan distintos ambientes, probablemente porque la miel, el
pan de abeja y los intestinos, representan nichos distintivos que promueven el crecimiento de
un tipo especifico de microorganismo. De esta manera, nuestros datos sugieren fuertemente
gue habra una mayor abundancia de bacterias en el pan de abeja con respecto a la miel y los
intestinos de las abejas obreras. En contraste con esto, nuestros datos muestran una mayor
abundancia de levaduras en los intestinos. Estos resultados son reveladores porque nos dan
un panorama sobre la conformacion y abundancia de los principales grupos de
microorganismos en el pan de abeja, miel y los intestinos de las abejas. La abundancia
bacteriana encontrada en el pan de abeja podria deberse a la disponibilidad de nutrientes
proporcionados por el polen, ya que las bacterias para crecer necesitan agua, una fuente de
carbono, una fuente de nitrdgeno y algunas sales minerales (Caycedo et al., 2021; Power et al.,
2009), por lo que la riqueza y disponibilidad de nutrientes del pan de abeja promueve el
crecimiento de bacterias. Estudios han reportado la abundancia de bacterias en el polen
almacenado, asi como su participacién en la transformacion a pan de abeja (Gilliam, 1979).
Gilliam (1979), reporta en el polen almacenado una alta abundancia de bacterias Gram

positivas con abundancia de las bacterias acido-lacticas que participan de manera directa en el
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proceso de transformacién del pan de abeja. Al igual, reporta una baja abundancia de
levaduras en las primeras etapas del pan de abeja, con un incremento hasta después de la
fermentacion, por lo que la baja abundancia de las levaduras encontradas podria deberse al
estado inicial de la transformacion del polen. De manera especifica, se han identificado
especies bacterianas en el polen almacenado dentro de las colonias de abejas. Anderson et al.,
(2013) para A. mellifera reportaron a Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus firm5, Actinobacteria,
Alpha 2.2 y Beta proteobacteria. Beux et al., (2022) reportaron para Tetragonisca angustula
abundancias de 3.59 log UFC/g de bacterias lacticas y de 4.66 log UFC/g para levaduras. Floyd
et al., (2020) reportaron a Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus firm5, Melissococcus plutonius,
Fructobacillus fructosus, Gilliamela apicola, Parasacharribacter apium, Xanthomonadales y
Actinomycetales. Gilliam et al., (1990) reportaron en Melipona fasciata la abundancia de mas
de 54 cepas del género Bacillus spp. Gavazzoni et al.,, (2022) reportaron en el polen
almacenado de Nannotrigona testaceicornis la presencia de bacterias corineformes, Bacillus
spp., Yy bacterias de la familia Lactobacillaceae y Streptococcacea. Tang et al., (2021) para
Lepidotrigona terminata, L. ventralis y Tetragonula pagdeni reportaron la abundancia de
bacterias Firmicutes, Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias. Respecto a las
levaduras, Detry et al., (2020) reportaron para Apis mellifera una poblacion de levaduras de 6
UFC/mg, y reportaron a Starmerela spp., Zygosaccharomyces, Metschnikowia como
abundantes. Teixeira et al., (2003) para Tetragonisca angustula reportaron abundancias de 1.3
x 10° UFC g~ de levaduras, y citaron la presencia de levaduras del género Candida spp., asf

como a Starmerella meliponinorum, Aureobasidium pullulans, entre otros.

El intestino fue el segundo elemento con mayor abundancia de bacterias, al ser un sitio
metabdlicamente activo se ha reportado diversos grupos bacterianos simbiéticos en
homeostasis. Son indispensables para la predigestion de polen, nutriciéon, absorcion de
nutrientes y en el sistema inmune de las abejas (Tang et al., 2021; Lashani et al., 2020; Tamarit
et al., 2015). En el intestino de las abejas se han identificado grupos bacterianos importantes.
Anderson et al.,, (2013) en A. mellifera reportaron la abundancia de Lactobacillus Firm 5,
Lactobacillus Firm 4, Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola (Gammal), Alpha 2.1
(Acetobacteraceae), Alpha 2.2 (Acetobacteraceae) y Bifidobacterium. Disayathanoowa et al.,
(2012) reportaron en obreras de Apis cerana indica una poblaciéon bacteriana de 5.40 x 107
CFU/g, en larvas del cuarto estadio (6-8 dias después de la eclosién) de 1.20 x 10’ CFU/g y en
pupas (15-17 dias) una abundancia de 1.90 x 10’ CFU/g reportaron a Firmicutes (Lactococcus

y Staphylococcus), Enterobacter y Klebsiella. Suphaphimol et al., (2020) reportaron para
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Lepidotrigona terminata poblaciones de bacterias acido-lacticas entre 1.56 x 10° + 0.06 CFU/g
y 1.90 x 108 + 0.01 CFU/g identificaron los géneros Fructobacillus y Leuconostoc. Tang et al.,
(2021) en L. terminata, L. ventralis y Tetragonula pagdeni reportaron abundancia de bacterias
del filo Proteobacteria (66-88 %), Firmicutes (6-27 %) y Actinobacteria; y reportaron a
Acetobacter, Psychrobacter, Pseudomonas, Lactobacillus y Bifidobacterium como abundantes.

En la miel, los resultados mostraron la menor abundancia de bacterias y levaduras respecto al
pan de abeja y los intestinos, esta baja abundancia observada podria deberse a sus
caracteristicas fisicoquimicas, ya que, a pesar de su alto contenido de agua que permite la
sobrevivencia de microorganismos, presenta condiciones muy acidas, alta presién osmotica y
compuestos antimicrobianos que reducen su colonizacion siendo especificos los que logran
establecerse (Teixeira et al., 2003; Gilliam et al.,, 1990). Jacinto-Castillo et al., (2022) en
estudios moleculares para las mieles de A. mellifera y M. beecheii en Yucatan, reportaron para
A. mellifera la presencia de mas de 21 especies bacterianas, identificaron a Lactobacillus
kunkeei como abundante (85.6 %), Acetobacteraceae (6.1 %), Lactobacillus, Sphingomonas
yunnanensis y Fructobacillus. Para M. beecheii reportaron 12 especies, con abundancia de una
especie de la familia Lactobacillaceae (78.6 %) y Pediococcus (21.1 %). En elementos flngicos
reportaron 29 y 35 especies para A. mellifera y M. beecheii, respectivamente, y reportaron la
abundancia de Zygosaccharomyces mellis, Zygosaccharomyces siamensis y Aspergillus en las
mieles de A. mellifera; y a Zygosporium pseudogibbum, Kodamaea ohmeri y Cladosporium
sphaerospermum para M. beecheii. Ademas, identificaron levaduras como Candida sp. y
Candida apicola. Olofsson y Vazquez (2008) reportaron en la miel de A. mellifera una
abundancia bacteriana de 5 x 10* unidades formadoras de colonias (UFC/g™") con abundancia
de las acido-lacticas. Gavazzoni et al., (2022) reportaron en mieles de Nannotrigona
testaceicornis a Bacillus spp., bacterias de la familia Lactobacillaceae y Micrococcacea. Beux et
al.,, (2022) reportaron para Tetragonisca angustula una abundancia bacteriana de 3.56 log
UFC/g y de 4.41 UFC/g para levaduras. Pucciarelli et al., (2014) reportaron para T. angustula
una abundancia de 3.13 £ 1.05 Log UFC/g para bacterias y para levaduras y hongos 3.02 +
0.99 log UFC/g, reportaron bacterias del género Bacillus, Clostridium, Staphylococcus,
Enterococcus, entre otros. Por otra parte, Teixeira et al., (2003) reportaron para Tetragonisca
angustula una abundancia de levaduras de ~2.6 x 10* UFC mL™" con abundancia de

Starmerela meliponinorum.

Nuestros resultados mostraron que las bacterias y las levaduras guardan una estrecha relacion

con el polen, que es un recurso indispensable en su dieta, e influyen sobre su dinamica
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microbiana en el pan de abeja, miel y aparato digestivo de la abeja M. beecheii. La abundancia
polinica es un factor que puede influir de diferente manera sobre bacterias y levaduras. Por un
lado, en bacterias un incremento de la abundancia polinica puede provocar efectos negativos,
mientras que para levaduras es favorable. Este efecto podria deberse a lo ya reportado por
autores como Lavie (1960), quien reportd que las propiedades antibiéticas del polen afectan a
algunas bacterias entre estas se encuentran Bacillus alvei y B. larvae, pero no afecta a los
hongos, por lo que puede limitar el nUmero y especies bacterianas sin afectar a las levaduras.
Por otra parte, el polenkitt que recubre a muchos granos de polen puede defender al polen
contra microorganismos (Pacini y Hesse 2005), por lo que el efecto acumulativo de muchos
granos de polen con polenkitt podria afectar a las bacterias. Respeto a las levaduras, diversos
estudios microscépicos en el néctar han demostrado que el niamero de levaduras esta
correlacionado positivamente con la abundancia de granos de polen (Pozo et al.,, 2015;
Herrera, 2017). Pozo y Jacquemyn (2019), determinaron que la adicién de polen al néctar
favorece al crecimiento de levaduras, esto se debe a que los granos de polen aportan
aminoacidos y nitrégeno indispensables para las levaduras, ademas demostraron que la
composicion polinica es otro factor que influye sobre esta dindmica. Sus resultados mostraron
gue el polen de Cistus sp. favorece mejor a las levaduras que el polen de Brassica sp. y
Papaver sp. De acuerdo con Gottsberger et al., (1990), la concentracién de proteinas y con ello
aminoacidos en el néctar se incrementa con la adicion de granos de polen, por lo que la adicion

de polen proporciona un suplemento de nitrégeno que favorece al crecimiento de las levaduras.

Estudios realizados por Friedle et al., (2021) mostraron que la composicion polinica de las
cargas de polen en A. mellifera ejerce un efecto sobre la presencia de microorganismos.
Reportaron que el polen de Aruncus sp. y Ligustrum sp. promueven la abundancia de las
bacterias Lactobacillus y Pseudomonas, asi como a los hongos Cladosporium, Aspergillus y
Mycosphaerella; y el polen de Acer sp., Aesculus sp. y Ranunculacaea a las bacterias
Pseudomonas, Rosenbergiella y Acinetobacter, y a hongos como Zygosaccharomyces,
Cladosporium y Podosphaera. Nuestros resultados mostraron que los granos de polen de S.
racemosa, Bursera spp., A. ramosissima, C. vitifolium, L. punctatus, M. bahamensis y P.
guajava son las especies que influyen en la abundancia de bacterias y levaduras en el pan de
abeja, miel y aparato digestivo de M. beecheii. Nuestros datos apoyan la hip6tesis planteada,
ya que, de acuerdo con esta, se encontraron altas abundancias bacterianas en el pan de abeja
y en los intestinos, que, de cierta forma son afectados por la composicion y abundancia de los

granos de polen.
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3.5. CONCLUSION

Investigaciones anteriores han demostrado que las bacterias y levaduras son importantes para
la transformacion del polen almacenado en pan de abeja, y del néctar en miel, asi como de su
importancia en los intestinos, donde son esenciales para la vida de las abejas (Gilliam, 1979;
Tang et al., 2021; Lashani et al., 2020; Tamarit et al., 2015). En este trabajo, Unicamente se
encontraron bacterias Gram positivas, el cual podria deberse a sus altas abundancias en las
muestras, sin embargo, no se descarta la presencia de bacterias Gram negativas, ya que,
debido a sus bajas abundancias serian detectados a través de andlisis moleculares o cultivos
selectivos. Podemos concluir que el polen influye sobre la dinamica de bacterias y levaduras
presentes en el pan de abeja, miel y en los intestinos. Aqui, hemos brindado informacién sobre
las especies polinicas que influyen sobre la abundancia de microorganismos y, apoyan la idea

de que la composicién y abundancia del polen influyen sobre bacterias y levaduras.
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CAPITULO IV

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
4.1. DISCUSION GENERAL

La presente tesis se enfocé en documentar los tipos polinicos y los principales grupos de
microorganismos presentes en las muestras de pan de abeja, miel y aparato digestivo de
Melipona beecheii. Lo anterior, permitid conocer las especies de polen y néctar importantes
para esta abeja y conocer cdmo se relaciona con la abundancia microbiana. EI manejo de esta
abeja es principalmente de traspatio y debido a su rango de forrajeo estd condicionada a la
flora de los alrededores del meliponario. Nuestros resultados mostraron que esta abeja bajo
estas condiciones de traspatio visita 35 especies vegetales, aunque, se ha reportado que esta
abeja colecta polen de méas 68 especies vegetales en Yucatan (Villanueva-Gutiérrez et al.
2018). La principal fuente de polen y de néctar para M. beecheii se derivé de la familia
Fabaceae, ademas, también encontramos especies de la familia Burseraceae y otras familias
menores, las cuales también pueden desempefar un papel crucial como fuentes de polen y
néctar para esta especie de abeja nativa. Las especies polinicas Cochlospermum vitifolium,
Senna racemosa, Solanum americanum Yy las néctar-poliniferas Alternanthera ramosissima,
Bursera spp., Lonchocarpus punctatus, Mimosa bahamensis y Psidium guajava encontradas
como abundantes, han sido reportados en otros trabajos como recursos importantes para esta
abeja y para otras abejas nativas. Ha sido reportado para la abeja Scaptotrigona mexicana en
Chiapas y el norte de Puebla; y para Tetragonisca angustula en Chiapas (Lépez-Roblero et al.,
2021; Ramirez-Arriaga y Martinez-Hernandez, 2007). Estas especies vegetales son
importantes para implementar su cultivo en los alrededores de los meliponarios ya que son
fuente abundante de polen y néctar, las cuales las abejas colectan y almacenan en potes de
ceras dentro de sus nidos, donde son transformados en pan de abeja y en miel indispensables

para su alimentacion.

Durante los procesos de trasformacién del pan de abeja y de la miel se ven involucradas
diversas bacterias y levaduras, y muchas de estas estan en asociacion directa en el aparato
digestivo de las abejas, donde son fundamentales para su sobrevivencia (Kwon y Moran, 2016;
Menezes et al., 2013; Gilliam et al.,1997;1990; Rosa et al., 2003). Se detecté que bacterias y
levaduras presentan abundancias diferentes en cada ambiente (pan de abeja, miel y aparato

digestivo). La disponibilidad de nutrientes podria ser el factor que favorece la abundancia
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bacteriana observada en el pan de abeja, ya que, de acuerdo con Caycedo et al., (2021) y
Power et al., (2009) las bacterias abundan cuando existen condiciones de carbono, nitrégeno y
algunas sales minerales. Otra condicién que favorece a este medio son las enzimas agregadas
durante el empaquetamiento del polen, ya que pre-digieren el protoplasma del polen y durante
el shock osmético que provoca la ruptura del polen, su contenido es liberado al exterior
haciendo digeribles las proteinas, aminoacidos, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas,
antioxidantes y otras sustancias contenidas en él (Dustmann, 2007). La baja abundancia de
bacterias y levaduras encontradas en la miel podria estar relacionado al alto contenido de
azucares, asi como a la baja disponibilidad de proteinas y aminoacidos, a sus caracteristicas
fisicoguimicas, como son condiciones muy acidas, alta presiébn osmética y presencia de
compuestos antimicrobianos (Teixeira et al., 2003; Gilliam et al., 1990). Las bacterias Gram
positivas encontradas en el pan de abeja y en la miel podrian pertenecer a los géneros de
Bacillus y a las acido-lacticas fermentativas como Lactobacillus sp., Fructobacillus sp. y
Streptococcus reportadas como abundantes en estas muestras (Gilliam, 1979). Respecto a los
intestinos, diversos estudios han evidenciado que los intestinos de las abejas obreras estan
dominados por nueve grupos bacterianos, que comprenden entre el 95 % y el 99.9 % de las
bacterias en casi todos los individuos (Kwon y Moran, 2016; Moran et al., 2012; Jeyaprakash et
al., 2003).

De acuerdo con estudios realizados por Kwon y Moran (2016), en la boca de las abejas hay
una baja abundancia de bacterias y son procedentes del néctar y del entorno de la colmena. En
el buche hay principalmente miembros bacterianos de la familia Enterobacteriaceae y las
especies Lactobacillus kunkeei y Parasaccharibacter apium que habitan en el néctar y los
materiales de la colmena. En el intestino medio reportaron pocas bacterias, ya que esa region
no proporciona un sustrato estable para la colonizacion bacteriana, ya que esta revestida por
un material quitinoso que se desprende continuamente conocido como matriz peritréfica (Engel
y Moran, 2013). Por otro lado, en el piloro reportaron la abundancia Frischella perrara. La
mayor comunidad bacteriana la reportaron en la region del intestino posterior, esta region esta
revestida con una capa estable y reportaron abundancias de 108 y 10° células bacterianas que
representa > 99 % de las bacterias en las abejas obreras adultas. Este segmento del intestino
esta dividido en dos regiones, el ileon y el recto, cada una de las cuales tiene una composicion
de comunidad microbiana distinta. El ileon, un tubo estrecho con seis pliegues longitudinales,
esta dominado por las principales especies bacterianas gramnegativas: en el lumen de los

pliegues, Snodgrassella alvi forma una capa directamente en la pared intestinal, sobre la cual
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se forma una capa de Giliamela apicola. El recto, es donde se almacenan los desechos fecales
antes de la defecacion, y puede funcionar en la reabsorcién de agua y sales. La comunidad
microbiana en el recto esta dominada por las bacterias grampositivas fermentativas
Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 y el grupo B. asteroides. Los dos grupos de especies
de Lactobacillus también se pueden encontrar en el lumen del ileon, pero son mas abundantes
en el recto (Powell et al., 2014; Martinson et al., 2012). De acuerdo con lo reportado, las
especies Lactobacillus Firm-5, es la mas abundante ocupando poco mas de 40 % de la
abundancia total, seguido de Lactobacillus Firm-4 con alrededor del 20 % vy las bacterias gran
negativas se encuentran alrededor del 10% de comunidad total. Sin embargo, en nuestras
muestras no encontramos bacterias Gram negativas, esto podria deberse a que en diversas
investigaciones han evidenciado que la comunidad bacteriana de los intestinos de las abejas
sin aguijon es diferente al de otras abejas, donde, las bacterias Gram negativas Gilliamella y
Snodgrassella pueden estar ausentes o0 en bajas proporciones en las abejas sin aguijon (Diaz
et al., 2017; Koch et al., 2013). Por el contrario, se reporta la abundancia de bacterias Gram
positivas en el intestino de las abejas sin aguijon, como son las bacterias corineformes,
Firmicutes, proteobacterias, bacterias de la familia Lactobacillaceae, de la familia
Micrococcacea, de la clase Bacilli y la abundancia de Lactobacillus kunkeii, Lactobacillus Firm-
5, Streptococcus, entre otros (Gavazzoni et al., 2022; Suphaphimol et al., 2020).

La dinAmica de estos microorganismos en el pan de abeja, miel y aparato digestivo estan
relacionados con el polen, un recurso indispensable en su dieta. La abundancia polinica es un
factor que puede provocar efectos negativos para bacterias, mientras que para levaduras es
favorable. Este efecto podria deberse a lo ya reportado por autores como Lavie (1960), quien
reporté que las propiedades antibidticas del polen afectan a algunas bacterias, pero no afecta a
los hongos. Del mismo modo, el incremento de granos de polen con polenkitt afectan a los
microorganismos (Pacini y Hesse 2005). En levaduras, estudios realizados por Pozo et al.,
(2015), Herrera (2017) y Pozo y Jacquemyn (2019), reportaron el efecto positivo del incremento
de polen en el néctar, esto podria deberse porque la adicién de polen al néctar incrementa el
contenido proteinico que favorecen al crecimiento de levaduras. En este ambiente es comun
encontrar levaduras alrededor de los granos de polen, ya que es la fuente de aminoacidos y
nitrégeno indispensables para su crecimiento. Nuestros resultados mostraron que los granos de
polen de las especies S. racemosa, Bursera spp., A. ramosissima, C. vitifolium, L. punctatus, M.
bahamensis y P. guajava son las especies que influyen en la abundancia de bacterias y

levaduras.
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4.2. CONCLUSIONES GENERALES

Se puede concluir que la importancia de los granos de polen va mas alla de la polinizacién que
permite perpetuar las especies vegetales, ya que influyen sobre la dindmica de muchos
organismos, entre estos, los que participan en los procesos de transformacion del pan de
abeja, la miel, y los que participan en funciones esenciales en los intestinos que permiten la
sobrevivencia de las abejas. Por lo que la conservacion de las especies vegetales polinicas y
néctar-polinifera de importancia para las abejas, es fundamental para mantener colonias de

abejas fuertes y en buen estado de salud.

Nuestra investigacion encontré que la fuente principal de polen y de néctar para M. beecheii se
derivé de la familia Fabaceae. Esta familia es conocida por ser una de las mas diversas de toda
la peninsula. Ademas, también encontramos a especies de la familia Burseraceae y otras
familias menores que se encuentran comunmente en el area, las cuales también pueden
desempefiar un papel crucial como fuentes de polen y néctar para esta especie de abeja

nativa.

Las especies vegetales consideradas como poliniferas y néctar-poliniferas aqui identificadas
son importantes y deben ser consideradas para preservar y sembrar en los meliponarios o en
otras areas cercanas, esto con la finalidad de contrarrestar la pérdida de los recursos florales
para las abejas nativas ocasionados por el incremento de la urbanizacion y el establecimiento

de monocultivos.

Las especies Bursera simaruba y B. schlechtendalii encontradas como especies importantes,
estan adaptadas a las condiciones ambientales locales, y pueden ser consideradas para ser
propagadas en areas donde la vegetacion se encuentra perturbada, o en parques, avenidas,
solares en casas, 0 SU USO COMO cercas vivas, ya que son especies que producen abundante
polen y néctar para las abejas nativas. Senna racemosa es otra especie importante, produce
grandes cantidades de polen, podria ser considerada para plantarse en parques, avenidas,
jardines, aceras ya que no es una especie exigente al tipo de suelo, es tolerante a la sequia y
de crecimiento rapido. Lonchocarpus spp. son fuentes de polen y néctar, y puede sembrarse en
pargues, jardines, areas verdes, camellones, en banquetas, en patios, y también a lo largo de
todo un camellén. Mimosa spp. es un recurso polinico y de néctar, y puede ser usado en areas
verdes, jardines, en patios de las casas, 0 en remantes de la vegetacion. Cochlospermum

vitifolium es una fuente importante de polen y puede ser incluido en jardines, aceras, patios,
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como cercas vivas y en bordes de caminos. Psidium guajava es una planta néctar-polinifera y
puede sembrarse en jardines, parques, huertos familiares y en patios de las casas. Piscidia
piscipula es una fuente de polen y néctar, de igual manera puede propagarse en parques,
jardines, avenidas y en los patios de las casas, es una especie muy resistente al a la sequiay a
la radiacién solar. Solanum es una fuente de polen para las abejas y puede ser cultivada en los

patios de las casas.

Estas especies botanicas son importantes no solo como fuente de alimento de polen y néctar,
sino, que los granos de polen muestran una relacién estrecha con la abundancia de bacterias y
levaduras. En el polen almacenado, las bacterias son abundantes, mientras que en la miel es
baja. Esta relacion junto a las caracteristicas propias de cada ambiente permite la
transformacion del pan de abeja y de la miel. Por lo cual, es importante la conservaciéon de la
flora nativa, ya que la pérdida de esta podria afectar las dinAmicas microbianas ocasionando
alteraciones en las funciones digestivas de las abejas, en los procesos de transformacion del
pan de abeja y de la miel. Por lo anterior, es importante incrementar la informacién existente de
las especies botanicas que visita M. beecheii en meliponarios tradicionales, ya que, debido a su
manejo de traspatio, visitan la flora adyacente a los meliponarios, donde, la vegetacién en su

mayoria esta limitada a remanentes de la vegetacion original.
4.3. PERSPECTIVAS

Aunque los datos obtenidos fueron altamente informativos y uno de los mas completos
realizados en Yucatan, los resultados presentados comprenden el periodo de febrero a mayo,
por lo que se requiere ampliar la informacion generada. Se presenta una serie de perspectivas

gue pueden realizarse para completar la investigacion de esta tesis:

e Incrementar el nimero de meliponarios en distintos municipios para obtener la mayor
variacion ambiental, ya que hay especies importantes que en algunas areas no estan

presentes y son otras las que cumplen ese rol.

e Realizar seguimiento en otras temporadas, o durante un afio, ya que de esta manera
podemos documentar el rol de las especies, y ver cbmo cambian a través del tiempo, y
registrar un listado mas completo de los recursos de polen y néctar en las diferentes

estaciones del afo.
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Realizar mediciones de la cantidad y concentracion de los azucares del néctar y realizar
observaciones de campo de las especies reportadas como nectariferas, ya que en

algunas especies esta la incertidumbre si son realmente especies néctar-poliniferas.

Analizar muestras de polen, miel y propdleo ya que de esta manera se obtiene un
listado mas completo de las especies importantes no solo de polen y de néctar, sino de

las posibles plantas que las abejas nativas visitan para obtener sus resinas.

En cuanto a los microorganismos, analizar la microbiota del polen y néctar almacenado
en sus diferentes estados de transformacion, esto para tener una informacién detallada

de la dinamica de bacterias y levaduras para esta abeja.

Realizar cultivos microbiol6gicos y realizar pruebas bioguimicas para identificar a nivel
especifico los géneros y las especies de bacterias y levaduras presentes en el pan de
abeja, miel y aparato digestivo de M. beecheii.

Realizar estudios moleculares para obtener una informacion detallada de los
microorganismos presentes en el pan de abeja, miel y aparato digestivo.

Realizar estudios de la composicidn bioquimica de los granos de polen encontrados y

analizar si estan correlacionados con su comportamiento de colecta.

Analizar la microbiota de cada region del aparato digestivo de M. beecheii para tener

una informacién mas precisa de su abundancia en cada una region.
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