% UNIVERSIDAD DE
1 COSTARICA

Sede Rodrigo Facio

Facultad de Microbiologia

Trabajo Final de Graduacion para optar por el grado de Licenciatura en Microbiologia y

Quimica Clinica

Caracterizacion del microbioma asociado a colmenas de Tetragonisca angustula

(Hymenoptera:Apidae) criadas por meliponicultura en Costa Rica

Christopher Montoya Salazar

Carné: B64620

Julio, 2023



Los que aqui firmamos damos fe de que este trabajo posce todas las correcciones

indicadas el dia de la presentacion oral de este Trabajo Final de Graduacion:

/ 2

Dr. Adrin Pinto Tomas, Ph.D.

Profesor tutor

M.Sc. Catalina Murillo Cruz

Lectora

,7( '

— /7
S b Jol s

Gabriel Zamora Fallas, Ph.D.

Lector
A~
2

Dr. Gilbert David Loria Masis, Ph.D.

Presidente del Tribunal

Gl ()] L //

Profesor designado

Dra. Elizabeth Abrahams Sandi, Ph.D.

o




indice de contenidos

INAICE 08 CONENITDS .......voiceeveceeeee ettt sttt en s een e 3
Indice de CUAAIOS Y FIGUIAS...........ccevceeieeeceescee ettt 5
INAICE U8 ANBXOS ..ottt ettt et s et en et s s tsnenees 7
RESUIMEN ...ttt ettt et e e e s s et e s bt e e e ebb e e e bt e e e anr e e e nr e e e e 8
I N 0 C=Tot=T0 [ ) (LSRRI 9
1.1 Analisis de comunidades MICrODIANGS .........cververiirierenierisesieeeee e 9
1.2 Importancia de las abejas sin aguijon y funcionamiento de sus colonias ............... 12
1.3 Papel de la microbiota en 1as abejas..........ccccovevveiieiveic i 18
1.4 Zymobacter palmae asociado al microbioma de abejas sin aguijon ....................... 19
2. JUSHITICACION.....cuiiiiitieiieie ettt bbbttt be st beene e 21
K 1 010 (=] £ SSSSSS 23
4. ODJELIVOS ...ttt bbb bbbttt bbb 23
4.1 ODJELIVO GENEIAL ..ot 23
4.2 Objetivos €SPECITICOS. .....cuiiiieiiie e 23
5. MaterialeS Y MELOUOS .......cceieeeiiiieiieiee ettt 24
5.1 ReColecta de 1aS MUESTIAS: ..ot 24
5.2 Extraccion de material genetiCo: ........covierrireiieese e 25
5.3 Construccion de librerias y SECUENCIACION ..........cceiiereiiiieieee e 25
5.4 Analisis DIOINTOMMALICO ........cviiiiiie e 26

5.5 Aislamiento y caracterizacion de las colonias de Zymobacter sp. a partir de

MUESEIAS A8 MBI .. oo 28

5.6 Analisis de la secuencia del gen ARNr 16S para la confirmacion del género

A1 1T0] o= Lol (=] PSSP PR 29

6.

R ESUITATOS ...ttt nnnnnnnnn 30



6.1 Microbioma asociado a cdmaras de cria, miel, propoleo y adultos de Tetragonisca

angustula, Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii. .........c.ccooeviiiiieniiiiee, 30
6.2 Beta dIVErSIOA ........couiiiiiiiieieee e 31
6.3 AlTA AIVEISIAAA ..o 33
6.4 MaPa A8 CAION ...t 40

10.

6.5 Aislamiento de Zymobacter sp. recuperado de miel de Tetragonisca angustula....41
[ Tol 0] (o] o P USSP PP 43
CONCIUSIONES ...ttt bbbttt et e e e sbesbesbennenneas 47

8.1 Descripcion del microbioma asociado a camaras de cria, miel, propoleo y adultos
de Tetragonisca angustula y comparacion con otras dos especies de meliponas de la

MISMA region GEOGIATICA .......cveveieiieiieee s 47

8.2 Aislar y describir morfolégicamente colonias de Zymobacter sp. recuperadas de

muestras de miel de Tetragonisca angustula.............ccccoveveieeiieie i, 47

8.3 Confirmar la clasificacion taxonomica dentro la familia Halomonadaceae y del

género Zymobacter de las colonias sospechosas aisladas a partir de miel de

TetragoniSCa aNGUSTUIA...........oiiiiiieieee s 47
BIDIIOGIafia. ... oo s 48
AANBXOS ...t 56



Indice de cuadros y figuras

Figura 1. Ubicacion grafica de las zonas de las cuales se obtuvieron las muestras de
camaras de cria, miel, propdleo e individuos adultos de Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii. Nota. Adaptado de Mapas de Costa Rica, de
Freeworldmaps, 2021, Freeworldmaps (https://www.freeworldmaps.net/es/costarica/). CC
B Y 2.0ttt E et R bbbttt be et renne s 24

Figura 2. Esquema representativo del flujo de trabajo realizado previo al analisis
DIOINFOIMALICO. ....eiiviiie ettt e e s be e beetesae e e 25

Figura 3. Flujo de trabajo utilizado en QIIME 2.0 para el analisis de los metadatos. Nota.
Adaptado de Conceptual overview of QIIME 2, de QIIME 2, 2021, QIIME 2
(https://docs.qgiime2.0rg/2022.2/tutorials/overview/). CCBY 2.0 ....ccccovveviivciieceeecee 27

Figura 4. Abundancia relativa de los géneros identificados por medio de la secuenciacion
parcial del gen que codifica para el ARNr 16S a partir de ADN total extraido de las
camaras de cria, miel, propo6leo y adultos de Tetragonisca angustula, Scaptotrigona

pectoralis Yy Melipona DEECNEI........ccvcii i 30

Figura 5. Analisis de disimilitud de Bray-Curtis para la composicion bacteriana de los

componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii. ........cccccceevverinennne. 31

Figura 6. Analisis de similitud de Jaccard para la composicion bacteriana de los
componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii. .........ccccocevirinnnnne. 32

Figura 7. Prueba de disimilitud unweighted unifrac para para la composicién bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii............c.cccccuvne. 33

Figura 9. Diagrama de cajas de la diversidad filogenética de Faith para la composicion

bacteriana de los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii...... 34

Figura 10. Diagrama de cajas de la diversidad filogenética de Faith para la composicion

bacteriana de los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii...... 35

Figura 12. Diagrama de cajas del estimador asintotico de la riqueza de especies microbianas
Chaol para la composicién bacteriana de los componentes coloniales de T. angustula, S.

PECLOralisS Y M. DEECNEII.......cciiiiie e 37



Figura 13. Diagrama de cajas de la entropia de Shannon para la composicién bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii...........cccccevvennn. 38

Figura 14. Diagrama de cajas de la entropia de Shannon para la composicion bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.............c.ccccvvene. 39
Figura 16. Vista de las colonias de Zymobacter sp. creciendo en medio ATCC 1956. ....... 41
Figura 17. Tincion de Gram de un aislamiento de Zymobacter Sp..........cccccvevevieeieeviesneenne. 41

Figura 18. Arbol filogenético basado en el analisis del gen ARNr 16S de distintas cepas de
la familia Halomonadaceae, incluyendo la aislada de muestras de miel de Tetragonisca
aNQUSTUIA (BOB67_SID2L)......ccueiuiiiiiieieiesie sttt 42



indice de Anexos

Anexo 1. Puntajes de calidad de los cebadores utilizados en la secuenciacion del ARNr
1 TSSO 56

Anexo 2. Cantidad de reads obtenidos por muestra por cada cebador durante la
SecuenciaCion del ARNI 1BS. ..ottt e sreene e 56

Tabla 1. Datos estadisticos representados graficamente en el histograma

11 (<] {[o] ST 56

Tabla 2. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para estimador asintético de la riqueza

de especies MICrobianas ChaOl. ........cccccveiiiiiiieie e 57

Tabla 3. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la diversidad filogenética de Faith.

Tabla 4. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la entropia de Shannon. ............. 57



Resumen

Las abejas sin aguijon pertenecen a la tribu Meliponini, son las principales
polinizadoras en zonas tropicales y subtropicales, son nativas de Costa Rica y algunas de
sus especies han sido usadas desde hace miles de afios para beneficio humano, siendo
criadas por una tecnica llamada meliponicultura. Tradicionalmente, la miel que producen se
ha usado para combatir infecciones microbianas a nivel tdpico y oral. Por tal razén, se han
desarrollado muchos estudios para conocer la utilidad de las colonias de estas abejas desde
el punto de vista médico, pero poco se ha hecho para comprender el papel que las bacterias
juegan en las propiedades de la miel y la salud de las abejas. En el pais, la especie mas
importante en la meliponicultura es Tetragonisca angustula, seguida por Melipona beecheii
y Scaptotrigona pectoralis. Este Trabajo Final de Graduacion tiene como objetivo el
analisis del microbioma de Tetragonisca angustula y compararlo con el microbioma de
Melipona beecheii y Scaptotrigona pectoralis, ademas de aislar y caracterizar
filogenéticamente una bacteria del género Zymobacter sp. a partir de muestras de miel de
Tetragonisca angustula. Para tal fin, se realiz6 el estudio de comunidades microbianas
mediante herramientas bioinformaticas analizando la region V4 del gen ARNr 16S,
posteriormente, se realiza el aislamiento de Zymobacter sp. de las muestras de miel de
Tetragonisca angustula y, finalmente, se lleva a cabo un analisis de 16S para la
identificacion a nivel de género el aislamiento de Zymobacter sp. Los analisis de alfa
diversidad, beta diversidad y riqueza realizados a las comunidades microbianas mostraron
qgue no habia diferencias estadisticamente significativas entre las muestras, exceptuando
propoleo, ni entre las especies de abejas estudiadas. La cepa aislada correspondié a una
especie del género Zymobacter, se sugieren mas estudios para definir si es una nueva

especie dentro del género.



1. Antecedentes

1.1 Analisis de comunidades microbianas

La complejidad de las comunidades microbianas hace que su caracterizacion por medio
de métodos microbioldgicos convencionales sea complicada debido a que muchos
organismos pueden requerir condiciones de crecimiento desconocidas (0 no crecer del todo
en medios de cultivo) y porque es necesario no solo un muestreo en profundidad sino
también utilizar técnicas para estudiar y no perder las especies menos abundantes en el

proceso (Palomino-Camargo y Gonzalez-Mufioz, 2014).

La caracterizacion del microbioma hace uso de herramientas bioinformaticas que
permiten procesar grandes cantidades de informacion y de modelos estadisticos que
proporcionan no solo informacion acerca de la abundancia de especies en una region
especifica, sino que construye relaciones matematicas de tal forma que las permite

comparar con la abundancia obtenida en otras regiones (Carrasco, 2003).

Whittaker (1960) propuso la idea de separar la diversidad en varios componentes para
facilitar su analisis, entre ellos la alfa y beta diversidad, como forma de esquematizar
jerarquicamente la diversidad e incorporar el factor escala en los estudios, la cual sigue
siendo relevante en la actualidad. La diversidad alfa es el nimero de especies a nivel local,
mientras que la beta diversidad es la diferencia en composicion de especies entre
comunidades, permitiendo asi realizar comparaciones entre comunidades de distintos
niveles, considerando el nimero de especies y la importancia relativa de la diversidad local
en cada sitio (Whittaker, 1960).

Las herramientas principales utilizadas para la caracterizacion del microbioma se basan
en la secuenciacion del genoma completo y del gen que codifica para el ARNr 16S, la
secuenciacion de todo el genoma permite caracterizar las comunidades microbianas al
conocer la informacion funcional y genética, identificar diferencias entre microorganismos
y detectar microorganismos poco abundantes, mientras que la secuenciacién del gen ARNr
16S permite identificar las distintas especies, clasificAndolas taxondmicamente (Vétrovsky
y Baldrian, 2013; VVazquez, 2016).



El gen ARNTr 16S esta distribuido universalmente, por estar integrado en el cromosoma,
se modifica solo por transferencia horizontal de genes, por lo que los cambios en las
regiones hipervariables del gen 16S permiten establecer relaciones filogenéticas entre
taxones distantes, mientras que las regiones conservadas de este gen son utiles al disefar
los cebadores de PCR adecuados para su amplificacion; por estas caracteristicas es que fue
seleccionado por Carl Woese en 1977 como un buen marcador genético para la
identificacion, clasificacion filogenética y evolutiva de los organismos procariotas
(Vétrovsky y Baldrian, 2013; Gerpe, 2019).

Uno de los principales obstaculos del estudio de comunidades microbianas fue la
limitacion de las técnicas de secuenciacion de primera generacion. En situaciones con
heterogeneidad genética que requiere secuenciacion de maltiples genes el proceso por el
método Sanger se hace largo y tedioso, ademas, mediante Sanger es muy dificil interpretar
los resultados de una muestra donde se hallan dos o mas especies (Santillan et al., 2014;
Luque et al., 2017).

En el 2006, la empresa Illumina public6 un método de secuenciacion de nueva
generacion basado en un tipo de amplificacion conocida como PCR de puente en donde la
secuenciacion se realiza simultdneamente en millones de fragmentos de ADN, aumentando
el rendimiento y permitiendo a su vez superar las dificultades a las que se enfrentaban las

técnicas de secuenciacion de primera generacion (Escribano, 2016).

El gen ARNr 16S tiene una longitud de 1542 pb y estd compuesto por nueve regiones
hipervariables intercaladas por regiones conservadas (Baker et al., 2003). Al hacer uso de la
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S para el estudio de la microbiota asociada a cierto
ambiente, es necesario amplificar una o dos de las regiones hipervariables, ya que una de
las limitaciones de la secuenciacion de nueva generacion es que genera lecturas cortas de
forma que tras los ensamblajes se obtienen amplicones de entre 250 y 500 pb utilizando
Illumina (Gerpe, 2019).

Debido a esto, se debe seleccionar cuidadosamente la regién a amplificar, porque es
uno de los factores clave para realizar un estudio y asi poder analizar la variabilidad
presente en una muestra, para esta seleccion se debe considerar el origen de la muestra y el

objetivo del estudio (Gerpe, 2019). Por ejemplo, las regiones V3-V4 proporcionan mas
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informacidn atil para estudios de taxonomia y filogenia, por lo que el uso de una pareja de
cebadores degenerados ayudaria a obtener mejores resultados, mientras que las regiones
V4/V5 son més eficientes para estudiar la microbiota presente en el intestino de humanos y
ratones (Liu et al., 2008; Klindworth et al., 2013; Kameoka et al., 2021).

Otro tipo de andlisis de comunidades microbianas se basa en la metagenomica, en
donde se estudia la comunidad completa en vez de cada especie por separado, ya que
muchos microorganismos nunca han sido cultivados de manera independiente (Vazquez,
2016). Cuando en esta comunidad existe una especie de interés que se quiera analizar con
mayor profundidad, se debe recurrir a métodos microbioldgicos convencionales y de
biologia molecular (Bou et al., 2011).

Primero, se debe aislar el microorganismo de interés, lo que significa que la muestra
debe ir lo mas libre posible de contaminaciones, es decir, recuperado de cultivo “puro” para
posteriormente realizar los analisis necesarios para determinar si se trata de una nueva
especie, para esto se compara la secuencia obtenida con las reportadas en bases de datos
como el NCBI y segun el porcentaje de similitud se determina si se trata de una potencial
nueva especie (Bou et al., 2011).

Para la descripcion de una nueva especie, se recomienda la presencia de diferencias
fenotipicas claras y en la secuencia diferencias mayores a un par de bases por cada 100
bases, en caso de que estas diferencias sean mayores al 5 %, se podria considerar la
existencia de un nuevo género (Bou et al., 2011). Para la delineacion de especies basada en
la similitud de la secuencia del gen ARNr 16S se proponen los puntos de corte de (98,7 —
99.0) % (Kim et al., 2014; Stackebrandt, 2006).

A pesar de que muchas veces la clasificacion taxonémica basada en secuenciar el gen
ARNr 16S permite identificar las especies presentes en la muestra, por las limitaciones de
la técnica, no siempre es posible debido a problemas en la secuenciacion, preparacion o
transporte de la muestra; el material genético se puede degradar o la polimerasa no logra
secuenciar correctamente ciertos fragmentos, por lo que se obtienen amplicones de baja
calidad. En otras ocasiones es posible que se esté ante una especie microbiana nunca antes
descrita; como es imposible diferenciar ambos escenarios, la descripcion de nuevas

especies no se puede hacer solo con base en la secuenciacion del gen ARNr 16S.
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La identificacion de especies se determina mediante comparaciones de identidad de
nucleétidos y aminoacidos promedio por pares del genoma completo (ANI y AAl,
respectivamente) contra los genomas de referencia de especies depositados en la base de
datos del NCBI mediante BLAST (Goris et al., 2007).

El andlisis ANI revela el porcentaje de similitud en la secuencia del genoma con todas
las especies conocidas del género en cuestion, utilizando un limite de especies gendmicas
propuesto del 95 % (Goris et al., 2007). EI AAIl compara el porcentaje de similitud con
proteinas ortélogas contra las especies depositadas en el NCBI y usa un limite del 60 %

propuesto para la delimitacion del género (Rodriguez y Konstantinidis, 2014).

El porcentaje de proteinas conservadas por pares, que también tiene en cuenta el tamafio
de los proteomas deducidos (Qin et al., 2014), tiene un limite de género del 50 %. Es
después de haber realizado todos estos andlisis que se puede confirmar que el aislado
examinado representa un nuevo taxon dentro de un género. El aislamiento también se debe
caracterizar a nivel fenotipico y bioquimico para realizar una descripcion mas completa de

la nueva especie a reportar (Nufiez-Montero et al., 2018).

1.2 Importancia de las abejas sin aguijon y funcionamiento de sus colonias

La tribu Meliponini pertenece al grupo de abejas de la subfamilia Apinae, la cual
agrupa a todas las abejas sin aguijén que se encuentran en las zonas tropicales y
subtropicales (Roubik, 1989). Junto con las de la tribu Apini, son las Gnicas que presentan

un comportamiento eusocial (Nates-Parra, 2001).

La cantidad real de especies es dificil de estimar, debido a la abundancia de especies
cripticas y razas geograficas, no obstante, hay investigaciones que mencionan que en el
neotropico (desde Meéxico hasta Argentina) se encuentran 300 especies, de las cuales 59
especies de 20 generos se han identificado en Costa Rica, lo que representa el 15 % de la
diversidad mundial de estos insectos (Nates-Parra, 2001; Aguilar, 2012; Figueroa-Mata et
al., 2016).

Las abejas sin aguijon son importantes para la polinizacion tanto doméstica como

silvestre (Sparagnino et al., 2014) y se usan como alternativa de las abejas Apis mellifera en
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la polinizacion comercial de cultivos agricolas (Slaa et al., 2006). De hecho, la mayoria de
arboles de las selvas tropicales no son polinizados por el viento, sino por otros agentes,
entre ellos, las abejas sin aguijon, por lo tanto, las comunidades de arboles de la selva
tropical costarricense se verian gravemente afectadas sin su presencia, por ejemplo, se ha
comprobado que las abejas sin aguijon polinizan arboles del dosel en Corcovado (Wille,
1983).

En Costa Rica hay cerca de 8 500 especies de plantas de floracién y aproximadamente
un 60 % son polinizadas por especies de abejas nativas (Frankie et al., 2018). Tetragonisca
angustula y Melipona beecheii son las especies que méas colonias poseen en las provincias
de Guanacaste y San José, ademas, estas dos especies son las de mayor interés comercial en
el pais, debido al sabor Unico y valor medicinal de su miel, por lo tanto, son las mas usadas

en la meliponicultura nacional (Aguilar et al., 2012).

Por su parte, Scaptotrigona pectoralis es exclusiva de bosques primarios intervenidos,
presentando mayor abundancia de nidos en estas regiones, seguida en abundancia por
Tetragonisca angustula (Barquero-Elizondo et al., 2019). En un estudio realizado en el
bosque seco de la region norte de Guanacaste, Scaptotrigona pectoralis fue la segunda
especie de abeja que mas nidos presentd en la zona, mientras que Tetragonisca angustula
fue la especie de abeja con mas nidos en la zona, demostrando asi su importancia en la

polinizacién de ecosistemas especificos del pais (Barquero-Elizondo et al., 2019).

Todavia se desconocen las razones por las cuales las abejas sin aguijon seleccionan un
determinado sitio para establecer sus nidos o la densidad de colonias que pueden
desarrollarse de manera adecuada en un espacio determinado (Barquero-Elizondo et al.,
2019). No obstante, pueden nidificar en cualquier cavidad que encuentren disponible,

incluso subterraneas (Nates-Parra, 1996).

La mayoria de abejas sin aguijon se caracterizan por tener aguijon reducido, alas con
venacion débil o reducida y ojos desnudos (Camargo y Moure, 1983). Los nidos que
construyen también poseen caracteristicas propias que incluso sirven para diferenciar
especies, por ejemplo, la seccién en donde albergan a sus crias tiene entradas conspicuas
(Nates-Parra, 2001).
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La entrada al nido generalmente es un tubo de cera recto, en forma de trompeta o un
orificio por donde solo cabe una abeja; las celdas de cria son cilindricas y estan agrupadas
formando panales dispuestos horizontalmente uno sobre otro separados por pequefias
columnas de cerumen, dejando espacio suficiente para la circulacion de las abejas; la zona
de cria esta protegida por capas delgadas de cera (involucro) y el alimento es almacenado
en potes de cerumen ubicados alrededor de la region de cria (Nates-Parra, 1996; Nogueira-
Neto, 1997).

Dentro de los componentes de la colonia destaca también el propdleo, un producto
apicola de aspecto resinoso y sabor amargo, con una coloracién que varia entre amarillo y
rojo; el propoleo consiste en una mezcla de cera y exudados resinosos de diferentes plantas
que la abeja obtiene y modifica con sus secreciones salivales para utilizarlo como material

auxiliar en la proteccién de la colmena (Bracho, 2000; Rodriguez-Pérez et al., 2020).

Los estudios de propoleos han demostrado que tanto su composicion quimica como su
actividad biologica se encuentran directamente relacionadas con las especies vegetales que
colectan las abejas propolizadoras, ademas, las propiedades antibacterianas, fungicidas,
antivirales, antioxidantes, antitumorales, entre otras, también han sido comprobadas
cientificamente (Burdock, 1997; Martinez et al., 2005), sin embargo, hay pocas

investigaciones enfocadas en el estudio microbioldgico del propodleo.

Las meliponas se encuentran en casi todas las zonas tropicales y subtropicales a
excepcion de algunas islas del Pacifico, presentan una organizacion en colonias que pueden
poseer una poblacion desde decenas a miles de individuos obreros y una reina (Michener,
2012). Sus nidos, a diferencia de las presentes en Apis sp., son de forma tubular con una
Unica abertura superior, por lo general los crean en huecos de troncos, raices y ramas
gruesas de arboles, la miel que producen presenta caracteristicas distintivas como lo son un
pH menor, un mayor nivel de dulzor, mayor capacidad antioxidante y otras propiedades
bioldgicas entre las cuales se destaca su potencial actividad antibacteriana (Fletcher et al.,
2020).

La organizacion social de una colonia de la tribu Meliponini esta regida por la reina, la
unica hembra reproductiva de la colonia, cuya funcién es controlar el buen funcionamiento

de la colonia mediante la liberacion de feromonas que permite una labor conjunta de los
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individuos favoreciendo la supervivencia de la misma y producir mas individuos (obreras,

machos y otras reinas) (Quezada, 2005).

El mayor numero de individuos que conforman la colonia son obreras que se encargan
de la construccion, acopio de recursos, alimentacion de la reina y las larvas y defensa de la
colonia; los zénganos son la parte reproductiva masculina y desempefian funciones como
generar calor en el area de cria, maduracién de la miel y la produccion de cera (Quezada,
2005).

Estas abejas tienen una forma caracteristica de reproducir sus crias, las obreras
construyen las camaras de cria y después las abastecen de alimento larval, la reina oviposita
sobre el alimento y las obreras cierran la celda para iniciar el proceso de metamorfosis que
va desde huevo hasta el nacimiento de la abeja, posterior a la eclosion, la celda es destruida
por las obreras para reciclar el material, este ciclo biol6gico de tres castas puede durar hasta
mas de 50 dias (Aguilera-Peralta y Ferrufino-Arnéz, 2004; Quezada, 2005).

Si bien la mayoria de abejas sin aguijon se alimentan de polen y de miel, no todas
utilizan polen como fuente de proteina, existen especies del género Trigona con hébitos
necrofagos (Roubik 1982). La miel es un producto elaborado por las abejas el cual es

acumulado para su posterior consumo dentro del nido.

Los seres humanos han extraido y aprovechado la miel desde hace miles de afios,
siendo hoy el producto apicola de mayor demanda. La técnica de crianza de estos insectos
de la familia Apidae para el aprovechamiento de sus productos se denomina apicultura si
son del género Apis o meliponicultura si son de la tribu Meliponini, cominmente llamadas

abejas sin aguijon (Parra y Londofio, 2013).

La composicion de la miel de ambas es muy similar, estando constituidas
principalmente de azlcares (80 %), agua (17 %) y el restante (3 %) corresponde a un
listado de casi 200 compuestos diferentes donde se destaca un alto contenido de vitaminas,
aminoéacidos y minerales (Gonnet, 1986). Su amplio valor nutricional correlaciona con sus
componentes, la cantidad y composicidn de estos varia en gran medida segin las fuentes de
néctar que se emplearon para la produccion de la miel (Gonnet, 1986; Zulkhairi et al.,
2018).
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En América Central, las actividades de meliponicultura se han realizado desde el
periodo precolombino, en la actualidad, esta practica ain se realiza en Costa Rica, siendo la
miel el producto mas comercializado derivado de esta practica, la cual se desarrolla
principalmente en la provincia de Guanacaste y Puntarenas con una diversa variedad de
abejas sin aguijon donde destacan Melipona beecheii, Scaptotrigona pectoralis y
Tetragonisca angustula, estas tres especies son, a su vez, las abejas sin aguijon de mayor
interés comercial; su miel, ademas de utilizarse para consumo directo, se ha empleado por
sus propiedades medicinales para tratar la tos, dolor de ojos, aplicar en heridas y
guemaduras (MAG, 1984).

El primer reporte de la actividad antimicrobiana de la miel aparecié en 1992, en mieles
producidas por el género Apis, desde ese momento se ha estado investigando qué le
confiere estas propiedades medicinales a la miel, ya que se demostrd que posee una eficacia

contra un amplio rango de bacterias, ademas de actividad antiflngica (Molan, 1992).

En un inicio, la actividad antimicrobiana se le atribuyé a un efecto osmotico por la alta
concentracion de azucares, pero los estudios de inhibicion de crecimiento bacteriano
realizados entre miel artificial (compuesta Unicamente por agua y azlcares) y real demostrd
que, a pesar de jugar un rol secundario, el alto contenido de azlcar no es la que genera la

accion antibacteriana (Linder, 1962).

De forma similar se descart6 la accion del pH acido (3,2 - 4,5) y se termin6 confiriendo
esta actividad a la concentracion de perdxido de hidrégeno que se genera por la actividad
enzimatica de la glucosa oxidasa en miel y a las sustancias antimicrobianas derivadas de las
plantas donde se adquiere el néctar para su produccién (Dolezal et al., 1988; Molan, 1992;
White et al., 1963).

Estudios posteriores donde se afiadia catalasa a la miel para eliminar el peroxido de
hidrégeno demostraron que, en las mieles de mayor actividad antibacteriana como la
Manuka® de Nueva Zelanda, este peroxido representaba una pequefia parte de participacion
en la inhibicion del crecimiento bacteriano, lo que dirigio los estudios de la actividad a los
compuestos provenientes de las plantas que emplean las abejas (Nolan et al., 1988; Dolezal
et al., 1988).
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En la actualidad, se han descrito una gran variedad de compuestos activos de la miel
involucrados en la actividad antibacteriana, algunos son derivados del polen y néctar que
las abejas emplean y otras producidos por las mismas abejas (Copper, 2016), un ejemplo
del segundo caso son las jelleinas de la principal proteina de la jalea real (MRJP1), esta ha
demostrado tener un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram positivas y

negativas e incluso contra Candida albicans (Brudzynki y Sjaarda, 2015).

También se ha demostrado que el metilglioxal (MGO) hallado en el néectar de las flores
manuka es uno de los principales responsables de la actividad antibacteriana de esta miel
(Mauvric et al., 2008).

Por otra parte, se ha reportado que la miel de meliponidos tiene mayores efectos
inhibitorios contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa que la miel de Apis
mellifera criadas en la misma region (Zamora y Arias, 2011; Zamora et al., 2013). También
se ha demostrado el bajo riesgo a la salud que conlleva el uso de la miel de meliponidos en
la curacion de heridas y la accion antimicrobiana de amplio espectro contra
microorganismos de relevancia médica, sin importar si estos presentan resistencia a los

antibidticos o no (Zamora et al., 2014).

Debido a sus propiedades, la miel se emplea, por ejemplo, con fines médicos empiricos
como en el producto Medihoney® hecho en Australia y licenciado en 1999 que es empleado
para el tratamiento complementario de quemaduras y heridas cutaneas con el fin de evitar
infecciones secundarias, productos similares han surgido en Holanda y Reino Unido
(Cooper, 2016).

Aunque existe un creciente interés cientifico en este componente, las interesantes
caracteristicas de la miel han sido poco estudiadas debido a la dificultad que provoca el
analisis de una gran diversidad de especies microbianas presentes en ella, la compleja

quimica de la miel y amplias variaciones en su composicion (Fletcher et al., 2020).
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1.3 Papel de la microbiota en las abejas

A pesar de las propiedades antimicrobianas de la miel anteriormente descritas, existen
microorganismos capaces no solo de sobrevivir en ese ambiente hostil, sino también de
crecer y reproducirse tanto en la miel como en los otros componentes de la colmena y hasta
en las mismas abejas, inclusive la actividad biologica de algunos de ellos podria explicar
parte de la capacidad antimicrobiana de la miel que ain no ha sido dilucidada.

Este tipo de asociaciones simbioticas han sido ampliamente descritas en insectos. La
microbiota es un factor crucial para la salud del huésped (Engel y Moran, 2013), en
insectos especificamente, estas comunidades microbianas no suelen ser diversas (Jones et

al., 2013), pero juegan un rol vital para especies como Tetragonisca angustula.

Evans y colaboradores (2006) demostraron que en las abejas existen genes de expresion
reducida comparada con Drosophila y Anopheles asociados a inmunidad y se ha propuesto
que dicha reduccion podria estar compensada con la presencia de comunidades microbianas

que cumplirian funciones de defensa (Moran et al., 2005; Gerardo et al., 2010).

Las abejas meliferas adultas poseen una microbiota intestinal caracteristica y
conservada que mantienen por transmisién entre individuos dentro de la colmena mas que
por adquisicion selectiva de microorganismos del medio externo, aunque también puede
darse por el consumo de polen; debido a esto, se puede extrapolar que el origen geogréafico
no influye significativamente en el microbioma de poblaciones distintas de Tetragonisca
angustula, pero si influye la especie de abeja, el tamafio y numero de integrantes en la

colonia (Kacaniova et al., 2004; Kwong et al., 2014).

La microbiota desempefia funciones esenciales para la fisiologia, biologia, ecologia y
evolucion de las abejas (Hamdi et al., 2011), por ejemplo, los insectos biosintetizan acidos
grasos, pero carecen de las enzimas necesarias para la sintesis de compuestos como

esteroides que también son necesarios para su desarrollo y nutricion.

Por lo anterior, los insectos se han visto en la necesidad de establecer relaciones

estrechas con microorganismos que llevan a cabo esta funcion (Paludo et al., 2018). En
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Apis mellifera, por ejemplo, se ha encontrado Epicoccum en polen maduro, hongo asociado
con frecuencia a la necromasa de varias plantas y que es capaz de producir antibioticos,
evitando la proliferacion de patdgenos en abejas (Piccini et al., 2004).

En Tetragonisca angustula se ha encontrado que Bacillus altitudinis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus marisflavi y Lysinibacillus massiliensis estan presentes como
simbiontes y el analisis de la variacion de sus abundancias permite evidenciar disbiosis que
indica la presencia de un agente que ocasiona una disrupcion en la homeostasis de los
simbiontes, causando deterioro en la colonia, sin embargo, faltan estudios para poder
definir con mayor exactitud este tipo de relaciones, ya que, aunque Bacillus
amyloliquefaciens parece ser un simbionte, se ha visto que no esté alojado en los intestinos

de abejas juveniles sanas (Mejia-Torres, 2020).

En otros casos, Bacillus velezensis se encuentra distribuida mas ampliamente en abejas
de colonias enfermas respecto a lo observado en abejas sanas y Microbacterium
paraoxidans, ausente en colonias sanas, se aislo de todas las abejas e intestinos en colonias

con sefales de deterioro en una investigacion realizada por Mejia-Torres (2020).

1.4 Zymobacter palmae asociado al microbioma de abejas sin aguijon

De las diferentes bacterias presentes en la miel de abejas sin aguijon, este trabajo se
enfocara en Zymobacter palmae, debido a su importancia a nivel biotecnologico, ya que es
de los pocos microorganismos capaces de utilizar manitol como sustrato para la produccién
de etanol por poseer el gen de la piruvato carboxilasa, una enzima clave para todas las rutas
homofermentadoras de etanol, cuya secuencia le hace tener propiedades bioquimicas que
pueden ser ventajosas para el desarrollo de nuevos biocatalizadores para la produccion de
etanol combustible (Horn et al., 2000; Raj et al., 2002).

Zymobacter palmae fue descrita en el afio 1993 y fue aislada de savia de palma en
Japén (Okamoto et al., 1993). Zymobacter pertenece a la familia Halomonadaceae, esta
constituye una rama independiente de la clase Gammaproteobacteria e incluye los géneros

marinos Halomonas y Chromohalobacter (de la Haba, 2010).
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En contraste con estos géneros, Zymobacter es de origen terrestre, no es haléfila ni
halotolerante, es anaerobia facultativa, produce etanol y CO> usando maltosa, glucosa o
manitol como sustrato (Okamoto et al., 1993; Horn et al., 2000). La similitud de &cidos
nucleicos entre los ARNr 16S de estos géneros es de aproximadamente el 90 % vy, al igual
que Halomonas y Chromohalobacter, Zymobacter demuestra las regiones altamente
conservadas necesarias para colocarlo en la familia Halomonadaceae. Zymobacter difiere
de Chromohalobacter y Halomonas en las posiciones de ARNr 16S 1424, 1439, 1462 y

1464 (sistema de numeracion E. coli) (Dobson y Franzmann, 1996).

Quimiotaxonomicamente, la familia Halomonadaceae comparte el sistema respiratorio
ubiquinona-9 (Hamana et al., 1994). Zymobacter es un género fenotipica y ecolégicamente
similar a los géneros productores de etanol Zymomonas y Saccharobacter, ambos prefieren
los mismos nichos. No obstante, Zymobacter se diferencia de estos dos géneros por
flagelacion, fermentacion de ciertos azucares, requerimientos de vitaminas para el
crecimiento, tolerancia osmotica, porcentaje de moles de G + C de ADN vy su sistema de

ubiquinona (Okamoto et al., 2015).

El genoma completo de Zymobacter palmae fue ensamblado en el 2018 (GenBank:
AP018933.1), mostrando que contiene un gen que codifica para una a-glucosidasa, una
enzima capaz de disrumpir los principales componentes de la matriz de la biopelicula
presentes en bacterias, los exopolisacaridos (Sutherland, 2001). Esta caracteristica le da el
potencial de tener aplicaciones en el &mbito médico para tratar infecciones provocadas por
bacterias formadoras de biopeliculas y podria ayudar a explicar las propiedades
antimicrobianas de la miel de especies como Tetragonisca angustula, ya que Zymobacter
palmae ha sido asociado al microbioma de miel de Tetragonisca angustula criadas por

meliponicultura en Costa Rica (Viquez, 2022).

En estudios previos utilizando técnicas independientes de cultivo se ha logrado detectar
Zymobacter sp. en la miel de Tetragonisca angustula, pero no en otros componentes de la
colonia (Viquez, 2022). Este trabajo se propone confirmar la presencia de especies
pertenecientes al género Zymobacter en colonias de tres distintas abejas sin aguijon, para
sentar las bases que permitan dilucidar la asociacion simbiotica entre Zymobacter sp. y

Tetragonisca angustula la cual podria ser especifica y no estar presentes en otras especies
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de meliponidos. Para ello se analizan tres especies de abejas sin aguijon de tres sitios
geogréficos distintos en Costa Rica, para luego proceder a aislar Zymobacter sp. una vez

confirmada su presencia en el microbioma del componente colonial analizado.

2. Justificacion
Aproximadamente el 70 % de las angiospermas dependen de polinizadores para su
reproduccion, siendo las abejas los invertebrados mas significativos que participan en el
proceso de polinizacion y ellas, asi como otros insectos polinizadores, mejoran la
produccién de alimentos de dos mil millones de pequefios agricultores en todo el mundo,
ayudando a garantizar la seguridad alimentaria de la poblacion mundial (Carvajal, 2020;
Organizacioén de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura, 2018).

En los ecosistemas agricolas y agroforestales, las abejas Apis mellifera son las que
realizan la mayor parte de la actividad polinizadora, pero en los ecosistemas naturales como
bosques tropicales, bosques secos, paramos, entre otros, son las abejas autdctonas las que
polinizan y mantienen estos ambientes, siendo Tetragonisca angustula de vital importancia
en Costa Rica para el mantenimiento de los ecosistemas naturales y su enorme
biodiversidad, ya que muchas de estas abejas han coevolucionado con la flora y han
desarrollado estrategias y dependencias sobre ciertas especies vegetales, de tal manera que

si desaparece una de las dos, ambas se extinguen (Carvajal, 2020).

Gracias a la difusion acerca de los beneficios econdmicos y ambientales de la
meliponicultura se ha generado un crecimiento que no necesariamente ha ido acompafado
del conocimiento de las especies (Rosso-Londofio y Nates-Parra, 2005). El
desconocimiento por parte de algunos criadores en cuanto a las condiciones de manejo de
las colonias puede generar problemas nutricionales o enfermedades en las abejas (Shanks,
2015).

Las abejas, como todos los seres vivos del planeta, han desarrollado relaciones
simbioticas con microorganismos, los cuales les aportan ventajas evolutivas como nuevas
caracteristicas primarias o secundarias y mejorando su salud al actuar como competidores
de microorganismos patégenos (solo por mencionar un mecanismo inmunoprotector), entre

otras ventajas (Douglas, 2014).
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No obstante, para las abejas sin aguijon no se conocen suficientemente las asociaciones
con microorganismos al mismo nivel de detalle que se conocen estas asociaciones en otras
especies de abejas como A. mellifera, por ejemplo, en las que se ha observado que la
presencia de levaduras, mohos y bacterias incide en su estado nutricional, en la capacidad
de defensa inmune y en el estado de la colonia, méas ain en el caso de los insectos sociales
que facilitan la asociacién de una microbiota particular que no es posible encontrar en

insectos solitarios (Furst et al., 2014; Engel y Moran, 2013).

Desde el afio 2014 se ha documentado una serie de sintomas de deterioro de las
colonias de T. angustula que finalmente termina en la muerte de estas y a pesar del uso de
diferentes metodologias para diagnosticar la causa, no se ha podido evidenciar la presencia

de algun patogeno bacteriano o viral conocido (Mejia-Torres, 2020).

No se puede descartar la probabilidad de que algin microorganismo sea el agente
causal debido a que por la limitada cantidad de informacion relacionada a la microbiota
natural de Tetragonica angustula se desconoce si para la poblacién especifica afectada
existe una alteracion o desproporcion de las especies dentro de la microbiota nativa que
puede conducir a una enfermedad (Mejia-Torres, 2020).

Por otra parte, a la miel de abejas sin aguijon se le atribuyen propiedades curativas,
debido a su capacidad antimicrobiana y antibiopelicula, incluso mayores a las de A.
mellifera en las mismas regiones, sin embargo, se desconocen las razones que dan origen a

estas propiedades (Zamora et al., 2013).

El efecto antimicrobiano que presentan las mieles de abejas sin aguijon de Costa Rica
no se puede explicar por si mismo por la concentracion de azlcares (efecto osmético) ni
por su nivel de acidez ni por la concentracion de perdxido de hidrégeno ni tampoco por las
sustancias antimicrobianas derivadas de las plantas de donde estas abejas adquieren néctar
ni siquiera a una combinacion de todos los factores anteriores (Zamora, 2018; Dolezal et
al., 1988; Molan, 1992; White et al., 1963).

Por lo tanto, el analisis del microbioma presente en los componentes de la colmena de
Tetragonica angustula podria arrojar luz en la basqueda de una mejor explicacion sobre las

propiedades antimicrobianas presentes en la miel. Para esto es importante confirmar si
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Zymobacter sp. forma parte del microbioma de la miel de Tetragonisca angustula,
exclusivamente. En este trabajo, colonias de Tetragonisca angustula, Scaptotrigona
pectoralis y Melipona beecheii seran analizadas para determinar la presencia de

Zymobacter sp. en los distintos componentes de sus colonias.

A su vez, el aislamiento e identificacion preliminar de Zymobacter sp. servira de base
para futuros estudios que exploren su papel en las propiedades antimicrobianas de la miel,
asi como su potencial médico y biotecnologico. Ademas, contar con aislamientos en cultivo
puro constituye el primer paso para determinar si se trata de una nueva especie, su rol en la

salud de la colonia y su interaccion bioldgica con Tetragonisca angustula.

3. Hipotesis
Bacterias pertenecientes al género Zymobacter estan asociadas exclusivamente con la
miel de colonias de Tetragonisca angustula criadas por meliponicultura en Costa Rica.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Caracterizar el microbioma asociado a camaras de cria, miel, propdleo y adultos de
Tetragonisca angustula, Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii criadas por
meliponicultura en Costa Rica mediante el uso de herramientas de secuenciacion de nueva
generacion lllumina® MiSeq™ vy analisis bioinformaticos y aislar bacterias del género

Zymobacter a partir de los componentes coloniales donde se encuentre en abundancia.

4.2 Objetivos especificos

1. Describir el microbioma asociado a cdmaras de cria, miel, propéleo y adultos de
Tetragonisca angustula y compararla con otras dos especies de meliponas de la
misma region geografica.

2. Aislar y describir morfologicamente colonias de Zymobacter sp. recuperadas de
muestras de miel de Tetragonisca angustula.

3. Confirmar la clasificacién taxondmica dentro la familia Halomonadaceae y del
género Zymobacter de las colonias sospechosas aisladas a partir de miel de

Tetragonisca angustula.
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5. Materiales y métodos
5.1 Recolecta de las muestras: Se recolectaron muestras de cdmaras de cria, miel,
propodleo e individuos adultos de Tetragonisca angustula, Scaptotrigona pectoralis y
Melipona beecheii de nueve colmenas (tres colmenas por especie) ubicadas en las
siguientes comunidades: Atenas, Alajuela (9.97325 - 84.40775), Pilas de Canjel,
Puntarenas (9.971167 - 85.219056) y La Cruz, Guanacaste (11.022222-85.669889 y
11.160408 -85.589503) (Figura 1). Seguidamente, las muestras fueron trasladadas
utilizando hieleras hasta el Centro de Investigacion en Estructuras Microscépicas, lugar en

el que en condiciones asépticas se separaron y congelaron a -80 °C.
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Figura 1. Ubicacion grafica de las zonas de las cuales se obtuvieron las muestras de
camaras de cria, miel, propoleo e individuos adultos de Tetragonisca angustula,
Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii. Nota. Adaptado de Mapas de Costa Rica, de
Freeworldmaps, 2021, Freeworldmaps (https://www.freeworldmaps.net/es/costarica/). CC
BY 2.0
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5.2 Extraccion de material genético: Las extracciones se realizaron con el DNeasy
PowerSoil Pro Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo las recomendaciones del
fabricante e incorporando algunas modificaciones segln el tipo de muestra. En total, el
Grupo de Investigacion en Simbiosis Hospedero-Microorganismo (GISiHM) de la
Universidad de Costa Rica proces6 117 muestras: 25 de camaras de cria, 26 de miel, 27 de
adultos, 27 de propdleos, nueve controles negativos de extraccion y tres controles negativos
de amplificacion. Para cada extraccion se determind la concentracion de &cidos nucleicos
en nanogramos por microlitro, asi como las relaciones de absorbancia A260/A280 y
A260/A230 empleando el NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos). Ademas, para determinar la calidad del ADN se visualizaron geles de agarosa al 1
% vy, por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés),
se amplifico el gen que codifica para el ARNr 16S con el uso de los imprimadores
universales 27F y 1492R (Frank et al., 2008), posteriormente se visualizaron con Gelred®

(Biotium, California, Estados Unidos) en geles de agarosa al 1 %.

5.3 Construccidn de librerias y secuenciacion: Las extracciones de ADN se enviaron al
laboratorio del Dr. Garret Suen de la Universidad de Wisconsin-Madison, Estados Unidos,
quienes se encargaron de la construccion de librerias utilizando la region V4 del gen que
codifica para el ARNr 16S y la posterior secuenciacion de los insertos de ADN con la
plataforma de Illumina MiSeq™ (Kozich et al., 2013) (Figura 2).

- Construccion de librerias

Muestreo Extraccion de ADN Visualizacion en gel

AT AT WY
W EIL LR

Secuenciacion Illumina MiSeq™
Figura 2. Esquema representativo del flujo de trabajo realizado previo al analisis

bioinformético.
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5.4 Analisis bioinformatico: Este analisis se realizo inicialmente con el fin de identificar
todas las especies bacterianas presentes en la microbiota asociada a las muestras de miel,
camara de cria, propoleo y adultos de Tetragonisca angustula, utilizando Quantitative
Insights Into Microbial Ecology v2.0.1 (QIIME 2.0) y el protocolo DADA2 (QIIME2,
2021).

Las secuencias pareadas y demultiplexadas fueron importadas a la plataforma
bioinforméatica QIIME 2.0 y se visualizaron como diagramas de calidad interactivos para
determinar el sitio de corte de las secuencias y los parametros de trimming para proceder

con el denoising y clustering.

Basado en los puntajes de calidad de dicho diagrama, las lecturas directas fueron
truncadas a 190 pares de bases y las reversas a 105 pares de bases, segun los estandares
minimos de aceptacion para puntajes de calidad; no se realizé ningun recorte al inicio de las

secuencias.

Los pasos de denoising y clustering se realizaron con el algoritmo DADA2 con el
objetivo de agrupar las secuencias con diferencias de hasta un par de bases en unidades
taxondmicas operativas (OTUSs), que se utilizaron en los anélisis posteriores.

La tabla de features y secuencias representativas para OTUs fueron generadas con
QIIME 2.0. El éarbol de diversidad filogenética fue procesado usando secuencias
representativas y el complemento fasttree acoplado con alineamiento mafft de QIIME 2.0.
Las taxonomias de secuencias representativas de OTUs fueron asignadas usando un
clasificador entrenado, SILVA 138.1 SSURef NR99 tax_silva (Figura 3).

Los datos fueron importados al software R en donde se eliminaron todas las OTUs
asignadas a cloroplastos, mitocondrias y taxonomia Eucariota. Ademas, se realiz6 una

rarefaccién de las muestras para que todas quedaran con un minimo de 3000 secuencias.

En este proceso se descartaron cinco muestras de propoleo con los cédigos: 1Ta-P-1
(AP120819-Ta-P-1.1), 1Ta-P-3 (AP120819-Ta-P-3.3), 2Ta-P-3 (AP270819-Ta-P-3.1),
3Ta-P-1 (AP170220-Ta-P-1.1), 3Ta-P-2 (AP170220-Ta-P-2.2) debido a que tenian menos
de 3000 secuencias luego de los procesos de filtrado.
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Ademas, por la misma razén, se eliminaron los nueve controles de extraccion de
material genético (Blanco-Al, Blanco-A2, Blanco-C1, Blanco-C2, Blanco-M1, Blanco-M2,
Blanco-P1, Blanco-P2, RepCE) y los tres controles de secuenciacion (pcrnegl, pcrneg2 y

pcrneg3).

A partir de estos datos se realizaron analisis de diversidad o (nimero de OTU e indice
de Faith phylogenetic diversity). La diversidad B se calculé basandose en las matrices de
disimilitud Bray-Curtis, Unweighted UniFrac, Weighted UniFrac y Jaccard, mediante las
librerias vegan y phyloseq del paquete R (Rodrigues, 2018).

Se graficaron los valores de o diversidad mediante boxplot para cada tipo de muestra y
especie y se realizo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis acompafiada de una prueba de

Dunn para identificar diferencias entre grupos (Guachamin-Rosero, 2020).

Para visualizar las matrices de B diversidad se utilizo un analisis de componentes
principales, mediante las matrices de disimilitud mencionadas anteriormente. Se realizaron
graficos de barra de las abundancias relativas de los filos, clases, drdenes, familias y
géneros mas abundantes en cada muestra y también se elabor6 un mapa de calor de

abundancia relativa de las 20 OTUs mas abundantes en cada muestra.

Secuencias crudas - Demultiplexacién - Secuencias - Denoising y
demultiplexadas clustering
[ ]

caracteristicas representativas
Abundancia * ‘
diferencial - - -
Clasificacion Alineamiento

taxondmica

Estadisticas y Graficos de barray ‘
graficado mapas de calor ‘
Secuencias
Analisis de Taxonomfa alineadas
diversidad

Figura 3. Flujo de trabajo utilizado en QIIME 2.0 para el analisis de los metadatos. Nota.
Adaptado de Conceptual overview of QIIME 2, de QIIME 2, 2021, QIIME 2
(https://docs.giime2.0rg/2022.2/tutorials/overview/). CC BY 2.0
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5.5 Aislamiento y caracterizacion de las colonias de Zymobacter sp. a partir de
muestras de miel

Se tomaron las muestras de las colonias de Tetragonisca angustula ubicadas en el
Centro de Investigaciones Apicolas Tropicales de la Universidad Nacional de Costa Rica,
Heredia, recolectando la miel con una jeringa esteril. EI material se coloc6 en tubos
estériles de 15 mililitros rotulados con la muestra, sitio y especie de procedencia, estos se
mantuvieron a 4 °C durante su traslado hacia el Centro de Investigacion en Estructuras
Microscopicas, Universidad de Costa Rica, donde se procesaron en menos de 24 horas

después de su recolecta.

Para llevar a cabo el aislamiento de las bacterias del género Zymobacter, se utilizaron
tres medios de cultivo semisélidos: ATCC medium: 1956 Medio Levadura, medio miel-
peptona y el medio descrito por Okamoto y colaboradores (2015) para el crecimiento

selectivo de Zymobacter palmae.

Posteriormente, se inocularon 100 microlitros de las diferentes muestras de miel en
cada uno de los medios por duplicado y se incubaron a 30 °C por cuatro dias, una placa en
aerobiosis y la otra en anaerobiosis, utilizando la cdmara anaerdbica BACTRONEZ

(Sheldon Manufacturing, Oregon, Estados Unidos).

De los cultivos obtenidos, se procedié a realizar tincion de Gram, segun el
procedimiento descrito por Rodriguez y Arenas (2018), para identificar colonias
sospechosas de Zymobacter sp. Las colonias sospechosas fueron posteriormente aisladas en
el medio descrito por Okamoto y colaboradores (2015) para el crecimiento selectivo de
Zymobacter palmae. Luego de cuatro dias de crecimiento a 30 °C, se revisé la placa para
comprobar crecimiento de solo un morfotipo colonial, concordante con lo esperado para
Zymobacter sp. y se volvio a realizar la tincion de Gram para verificar que se observaran

bacilos Gram negativos uniformes entre ellos.
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5.6 Analisis de la secuencia del gen ARNr 16S para la confirmacion del género
Zymobacter.

Finalmente, se realizd un andlisis filogenético del gen ribosomal 16S proveniente del
aislamiento obtenido en el laboratorio (B9667_SID21). Para este analisis se utilizaron
secuencias de otros aislamientos de referencia de la familia Halomonadaceae disponibles en
la base de datos GenBank. Las secuencias se alinearon mediante la plataforma
GUIDANCEZ2, se buscé el mejor modelo evolutivo con el software MEGA X, el cual fue el

GTR con distribucion gamma y proporcion de sitios invariables.

Las secuencias fueron analizadas en el software BEAST v.2, usando el modelo GTR
G+, donde se realizd la inferencia bayesiana con 10 millones de generaciones y se

eliminaron las primeras 2,5 millones. El arbol final se visualizd en la plataforma iTOOL.
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Abundancia relativa

6. Resultados

6.1 Microbioma asociado a cadmaras de cria, miel, propoleo y adultos de Tetragonisca angustula, Scaptotrigona pectoralis y
Melipona beecheii: En cuanto a la frecuencia relativa de especies, existe un predominio de bacterias del género Lactobacillus en todos
los tipos de muestra de las tres especies de abejas sin aguijon estudiadas, excepto en los propdleos (Figura 4). Importante resaltar la
presencia de Zymobacter Unicamente en muestras de miel de Tetragonisca angustula.
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Figura 4. Abundancia relativa de los géneros identificados por medio de la secuenciacion parcial del gen que codifica para el ARNr
16S a partir de ADN total extraido de las camaras de cria, miel, propo6leo y adultos de Tetragonisca angustula, Scaptotrigona
pectoralis y Melipona beechei.
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6.2 Beta diversidad
Se muestran los resultados obtenidos usando la métrica de disimilitud de Bray-Curtis,
pudiendo asi observar qué tan diferentes son las muestras entre si al crear una grafica de

coordenadas principales de la matriz de distancias de dicha métrica.

Segun el tipo de muestra, se observé que la mayoria de muestras de miel y propdleo
tienen una composicién microbiana con baja disimilitud entre ellas, pero con una
disimilitud significativa con respecto a los otros dos tipos de muestra. En el caso de adultos
y cdmaras de crias, estas forman pequefios grupos entre algunas de ellas, dispersos en el
grafico, indicando una relacion de disimilitud entre los microbiomas de los adultos, las

camaras de cria y entre ellas mismas que en ocasiones puede no ser significativa (Figura 5).

Ademas, se puede observar que las disimilitudes son dependientes de la especie, siendo
las més significativas dadas por muestras provenientes de diferentes especies. Las muestras
de cada especie tienden a formar pequefias agrupaciones que indican la baja disimilitud
entre ellas, no obstante, hay una cantidad significativa de muestras de Tetragonisca

angustula y Scaptotrigona pectoralis que comparten una abundancia de especies similar.
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Figura 5. Analisis de disimilitud de Bray-Curtis para la composicion bacteriana de los

componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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El indice de similitud de Jaccard indica que las muestras de propoleo son las que

contienen comunidades microbianas mas similares entre ellas.

Al analizar la especie de origen de cada muestra, se observa como, igualmente, las
similitudes se dan principalmente entre muestras provenientes de una misma especie y las
diferencias se hacen significativas cuando se observa la distancia en la matriz entre
muestras de diferentes especies, exceptuando unas pocas muestras de Melipona beecheii y
Tetragonisca angustula que se asemejan en composicion a muestras obtenidas de
Scaptotrigona pectoralis (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis de similitud de Jaccard para la composicion bacteriana de los

componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.

Para el caso de la medida de distancia utilizando unweighted unifrac, se observa
como las muestras de propoleo tienen una composicion microbiana similar, asi como la
mayoria de muestras de camara de cria, sin importar su especie de procedencia, mientras
que las muestras de adulto y miel tienen una disimilitud significativa entre ellas y con las
demas muestras (Figura 7).
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Cuando se analiza la especie de procedencia en la métrica de unweighted unifrac, se
observa una disimilitud significativa en el microbioma de las tres especies de abeja, no se

distinguen patrones de agrupacion entre las muestras.
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Figura 7. Prueba de disimilitud unweighted unifrac para para la composicion bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.

6.3 Alfa diversidad
Para el andlisis de alfa diversidad se muestran los diagramas de la diversidad
filogenética de Faith, Chaoly el indice de Shannon.

Las muestras de propdleo muestran una mayor diversidad filogenética en comparacién
con las otras tres muestras, las cuales no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre ellas (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de la diversidad filogenética de Faith para la composicidn bacteriana

de los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.

Al observar el indice de diversidad filogenética de Faith para la composicion
bacteriana de los componentes coloniales se destaca el propéleo como el componente de la
colonia que mas diversidad microbiana posee, con una diferencia estadisticamente

significativa del resto de componentes (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de cajas de la diversidad filogenética de Faith para la composicion
bacteriana de los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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Diversidad filogenética de Faith

Las diferencias no son estadisticamente significativas en el diagrama de cajas de
diversidad filogenética de Faith al comparar las muestras segin la especie de abeja sin

aguijon de las que provienen (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de cajas de la diversidad filogenética de Faith para la composicion

bacteriana de los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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Con respecto a la riqueza de especies microbianas usando el estimador Chaol, se

observa que las muestras de propoleo son las que muestran mayor riqueza, mientras que el

resto de muestras no presenta diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Figura

11).
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Figura 11. Diagrama de cajas del estimador asinttico de la riqueza de especies

microbianas Chaol para la composicidn bacteriana de los componentes coloniales de T.

angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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El anélisis del estimador Chaol aplicado a cada especie de abeja sin aguijon estudiada
muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas entres ellas en cuanto a

riqueza de especies microbiana (Figura 12).

500 =
450 -
400 -
350 -
300

250

Chaol

200

150

100+

504 | - | . [ ]

M. beecheii

ectoralis
T. angustula

S.

Especie de abeja

Figura 12. Diagrama de cajas del estimador asintdtico de la riqueza de especies
microbianas Chaol para la composicion bacteriana de los componentes coloniales de T.
angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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Los indices mostrados por el diagrama de cajas de la entropia de Shannon segun el tipo
de muestra sefialan una media de al menos tres en cada una, lo que indica una alta
diversidad de especies, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellas (Figura
13).
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Figura 13. Diagrama de cajas de la entropia de Shannon para la composicion bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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No obstante, al analizar la entropia de Shannon por especie de procedencia de las
muestras, se obtienen diferencias estadisticamente significativas entre la diversidad de

especies bacterianas entre Scaptotrigona pectoralis y Tetragonisca angustula (Figura 14).
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Figura 14. Diagrama de cajas de la entropia de Shannon para la composicion bacteriana de

los componentes coloniales de T. angustula, S. pectoralis y M. beecheii.
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6.4 Mapa de calor
En el mapa de calor se observa la presencia de ciertos OTUs asociados a tipos de muestras especificas e incluso a especies de

abejas. De importancia notar que las OTUs de Zymobacter 01 y 02 estan presentes exclusivamente en muestras de Tetragonisca

angustula, estando en mayor abundancia en las muestras de miel (Figura 15).
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Figura 15. Mapa de calor de la composicion bacteriana de los 50 OTU maés abundantes asociada a los componentes coloniales de

Tetragonisca angustula, Scaptotrigona pectoralis y Melipona beecheii.
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6.5 Aislamiento de Zymobacter sp. recuperado de miel de Tetragonisca angustula
En el aislamiento de Zymobacter sp. se observo el crecimiento de colonias redondas,
suaves, opacas y color blanco leche (Figura 16).

Figura 16. Vista de las colonias de Zymobacter sp. creciendo en medio ATCC 1956.

Al realizar la tincion de Gram se observaron bacilos Gramnegativos, concordantes a lo

esperado para Zymobacter sp. (Figura 17).

Figura 17. Tincion de Gram de un aislamiento de Zymobacter sp.
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El arbol filogenético muestra que la secuencia asociada al aislamiento B9667_SID21 se
agrupa junto a otros aislamientos del género Zymobacter. Aunque parece que se ubica fuera
del grupo de Zymobacter palmae, también hay una secuencia asociada a Zymobacter

palmae T109 que esta fuera del mismo grupo (Figura 18).
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Figura 18. Arbol filogenético basado en el analisis del gen ARNr 16S de distintas cepas de
la familia Halomonadaceae, incluyendo la aislada de muestras de miel de Tetragonisca
angustula (B9667_SID21).
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7. Discusién

La miel de abejas sin aguijon ha sido ampliamente estudiada, no obstante, los estudios
sobre otros componentes de la colonia son limitados, especialmente en propdleo y camaras
de cria, ademaés, hay pocos estudios sobre su estructura y su composicion bacteriana (Tang
etal., 2021; Soto, 2021).

Los resultados del microbioma de Tetragonisca angustula criadas por meliponicultura
en Costa Rica difieren con lo reportado para esta misma especie en otras latitudes. Por
ejemplo, en un estudio realizado en Brasil, solo dos de las siete familias bacterianas mas
abundantes (Sphingomonadaceae y Xanthomonadaceae) reportadas en colonias de
Tetragonisca angustula fueron obtenidas en las muestras analizadas en este estudio (de
Sousa, 2021), lo mismo sucede con la composicién microbiana de la miel, no hay especies
coincidentes en las mieles analizadas en este estudio con las obtenidas para Tetragonisca

angustula criadas en Brasil (Beux et al., 2022).

Esto puede deberse al tipo de flora propia de la region al que se exponen las abejas en
Costa Rica, ya que la composicion del microbioma colonial depende tanto de las
caracteristicas fisicas, quimicas, estructurales y fisiologicas de cada especie, como de los
ecosistemas, el genotipo del hospedero y la flora de la que se alimenta o forrajea (Huang y
Zhang, 2013). Esto, aunado al hecho de que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los analisis de beta diversidad realizados en este estudio entre las tres
especies de meliponidos, refuerza el hecho de que esta composicién microbiana depende
mas del ecosistema que les rodea que de las diferencias genéticas entre las abejas.

En cuanto a las abundancias del microbioma asociado a las especies de abejas
analizadas, se observd que todas las muestras poseen una diversidad y riqueza similar, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellas, excepto por las muestras de propoleo,
las cuales tienen una mayor riqueza y diversidad. Consistentemente, las muestras de
propdbleo son las que mas difieren en composicion microbiana con respecto a otros tipos de
muestra sin importar de qué tipo de abeja provengan (Figura 9), remarcando la necesidad

de realizar més estudios en este componente de la colonia, ya que por la riqueza de especies
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que posee podria ser fuente de nuevos microorganismos y biomoléculas de interés

industrial, por su capacidad de crecer en un medio quimicamente hostil.

En este trabajo se observa como es el propoleo en donde hay mayor riqueza de especies,
las cuales tienen poca relacion con la composicion microbiana del resto de la colonia
(Figura 8), pero también se observd que es en muestras de prop6leo en donde se encuentran
las secuencias mas raras en los microbiomas asociados con abejas (Figura 11), asimismo,
ninguna de las OTUs mas frecuentes en muestras de propdleo aparecen en las mas
frecuentes de los otros tipos de muestra, siendo la Unica muestra en la que esto sucede
(Figura 15).

Se ha sugerido que el propéleo puede cumplir la funcién de mantener una composicion
estable en la comunidad microbiana de las abejas, ademés de que reduce la diversidad
taxondémica general del microbioma de la abeja, sin embargo, en ausencia de propoéleo,
algunas especies relevantes de la microbiota de estas abejas se alteraron significativamente,
lo que sugiere que puede desempefiar un papel importante en el mantenimiento de una

abundancia y composicion favorables de los simbiontes (Saelao et al., 2020).

Se sabe poco acerca de como el propoleo puede interactuar con los simbiontes
microbianos asociados con las abejas y si el propéleo altera la estructura de la comunidad
microbiana, pero los hallazgos obtenidos por Saelao y colaboradores (2020) sugieren que el
propdleo puede ayudar a mantener la salud microbiana de la colonia de abejas al limitar los
cambios en la comunidad microbiana en general. No obstante, hacen falta mas estudios
para poder determinar si esto lo logra por la inhibicién quimica de las especies mas
abundantes o si es més bien la interaccion con los microorganismos raros que sobreviven en
el propdleo lo que limita el sobrecrecimiento de las bacterias predominantes y limitan las

oportunidades de proliferar para organismos ajenos a la colonia.

En este estudio se evidencié la abundancia de Lactobacillus spp. en las muestras
analizadas (Figura 4), este género de bacterias tolera medios acidos y procesa azucares, por
lo que se espera encontrarlo en el néctar y el polen que se asocia con el alimento de abejas
adultas, pero no de las larvas (Mohr y Tebbe, 2006; Olofsson y Vasquez, 2008). Una de las
propiedades que se conocen de las bacterias &cido lacticas es su participacion en la

produccién de miel y la fermentacion del polen, ademas, Lactobacillus spp. también son
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conocidos por su capacidad de inhibir patdgenos y conservar alimentos, por lo que su
elevada presencia indica que podrian estar cumpliendo un papel importante en la salud y

nutricion de la colonia (Vasquez et al., 2012).

En las muestras de propdleo, se observd una disminucion en los porcentajes de
abundancia correspondientes al género Lactobacillus, esto se debe a la capacidad del
propdleo de inhibir algunas especies de este género, en este aspecto, los flavonoides, acidos
aromaticos, diterpenoides y compuestos fendlicos se han identificado como las moléculas
orgénicas responsables de las propiedades antimicrobianas (Bucio-Villalobos y Martinez-
Jaime, 2017).

Si bien no hay diferencias estadisticamente significativas entre el microbioma de estas
tres abejas sin aguijon, se observé que dos de las 50 OTU mas abundantes en las muestras,
las cuales corresponden a Zymobacter sp., solo se identificaron en muestras de
Tetragonisca angustula (Figura 15), lo que parece indicar que existe una asociacion

exclusiva entre ambas especies.

Estudios previos sugieren que esta bacteria tiene la capacidad de crecer en altas
concentraciones de azlcar, gracias a su capacidad de producir glicina-betaina, y de
catabolizar azlcares presentes en la miel, lo que le permitiria metabolizar el polen para
obtener energia a la vez que le provee nutrientes a las abejas. También, gracias a su
capacidad de fermentar manosas, podria proteger a Tetragonisca angustula de sustancias
toxicas presentes en el polen, ademas, posee enzimas que tienen actividad bioldgica contra
bacterias y sus biopeliculas, como alfa glucosidasas y quitina deacetilasa, lo cual podria
funcionarle a la abeja como factor protector contra patdégenos (Viquez, 2022). No obstante,
hace falta realizar mas estudios para poder determinar el tipo de interaccién biologica que

hay entre Zymobacter y Tetragonisca angustula.

Existen otras diferencias en la composicion del microbioma entre estas tres especies de
abejas, por ejemplo, Tyzzerella sp. tiene presencia en muestras de Melipona beecheii y
Tetragonisca angustula, pero es escasa en muestras de Scaptotrigona pectoralis,
Erysipelatoclostridium sp. es mas frecuente en muestras de Tetragonisca angustula,
Stenotrophomonas sp. fue encontrado Gnicamente en muestras de Tetragonisca angustula,

Streptococcus sp. no fue observado solo en muestras provenientes de Tetragonisca
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angustula, entre otras, pero se requieren estudios mas profundos para poder identificar no
solo las causas de estas diferencias sino también las funciones que podrian estar
cumpliendo dichas especies en el microbioma de las abejas, ya que los estudios sobre estas

bacterias en abejas son nulos o escasos.

En este estudio, las colonias recuperadas de Zymobacter sp. cumplieron con las
caracteristicas coloniales (Figura 16) y de Gram (Figura 17) esperadas para Zymobacter sp.,
ademas, fueron aisladas de muestras de miel de Tetragonisca angustula (Figura 15),
componente donde se detectd principalmente en los analisis independientes de cultivo. Este
hallazago podria indicar algun tipo de diferencia genética con Zymobacter palmae, la Gnica
especie descrita para el género hasta la fecha, gracias a la adaptacion de la maquinaria

celular para la supervivencia en la miel.

Al realizar los analisis filogenéticos a partir del gen que codifica para el ARNr 16S, se
observo que el aislamiento recuperado quedé fuera del grupo de Zymobacter palmae, pero
cercano a una cepa de Zymobacter palmae que también se encuentra fuera del mismo
grupo. Cabe destacar que estudios basados en el andlisis del gen ARNr 16S no son
suficientes para identificar un microorganismo a nivel de especie, para esto se requiere de
los valores de indices nucleotidicos promedio y apoyarlo con anélisis de secuencias de
multilocus o realizar una secuenciacion de genoma completo para determinar distancias
filogenéticas por comparacion de genomas, entre otras estrategias genémicas no realizadas
en este trabajo (Kim et al., 2014; Chun y Rainey, 2014). Por lo tanto, queda pendiente esta
identificacion para posteriores estudios. Lo que si se puede afirmar con este analisis es que

el aislamiento obtenido corresponde a una bacteria del género Zymobacter.

Zymobacter palmae sigue siendo el Unico representante del género hasta la fecha, por lo
gue no se descarta la posibilidad de que existan nuevas especies simbiontes asociadas con
las abejas sin aguijon, debido a las adaptaciones de las bacterias de este género, por lo que
se recomienda obtener mas aislamientos de Zymobacter sp. de mieles de abejas para
determinar si existe otra especie dentro de este género, la cual, ademas, podria ser usada

con fines biotecnoldgicos.
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8. Conclusiones

8.1 Descripcion del microbioma asociado a camaras de cria, miel, propoleo y adultos

de Tetragonisca angustula y comparacion con otras dos especies de meliponas de la

misma region geogréfica

La composicion del microbioma asociado a las distintas especies de abejas es
similar debido al comportamiento social y cercania geogréafica de estas especies.

Los modelos estadisticos utilizado para analizar la alfa y beta diversidad
demostraron que estos pardmetros junto con los valores de riqueza, no difieren
estadisticamente entre las tres especies de abejas sin aguijon.

Aln asi, en todos los modelos, el componente colonial que presentd mayor riqueza
y diversidad de especies bacterianas independientemente de la especie de la que
proviniera fue el propdleo.

Se requieren estudios adicionales para conocer la funcion de la mayoria de las
bacterias del microbioma de las abejas, sus relaciones ecoldgicas y su papel en la
naturaleza.

Lactobacillus spp. presenta alta abundancia en las muestras, excepto las de

propoleo.

8.2 Aislar y describir morfolégicamente colonias de Zymobacter sp. recuperadas de

muestras de miel de Tetragonisca angustula

Se recuperaron colonias redondas, suaves, opacas y color blanco leche concordantes
con lo esperado para Zymobacter sp. de muestras de miel de Tetragonisca
angustula.

La tincion de Gram mostré bacilos Gramnegativos concordantes con Zymobacter

sp.

8.3 Confirmar la clasificacion taxonomica dentro la familia Halomonadaceae y del

género Zymobacter de las colonias sospechosas aisladas a partir de miel de

Tetragonisca angustula

El aislamiento obtenido correspondio6 a una especie del género Zymobacter.
Se requieren mas estudios para definir si el aislamiento corresponde a una nueva

especie dentro del género.
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10. Anexos

Forward Reads

Reverse Reads

T T T
0 20 40 60

Forward Reads Frequency Histogram

T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40

Sequence Base

T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180

Sequence Base

T T ™
200 220 240

Anexo 1. Puntajes de calidad de los cebadores utilizados en la secuenciacion del

ARNr 168S.

Reverse Reads Frequency Histogram
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Anexo 2. Cantidad de reads obtenidos por muestra por cada cebador durante la

secuenciacion del ARNr 16S.

Tabla 1. Datos estadisticos representados graficamente en el histograma anterior.

forward reads

70

37532

38699.3

95459

4373023

reverse reads

70

37532

38699.3

95459

4373023
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Tabla 2. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para estimador asintético de la riqueza

de especies microbianas Chaol.

Kruskal-Wallis (all groups)

Result
H 34.T91T3063401519
pevalue. 1.3481368046527548-7
Kruskal-Wallis (pairwise)
Group 1
Melipora bescheii (1=27) NAr=12)
Scaptowrigona pectoralis (n=32)
Tetragonisca angustula (n=42)
WA fns12) Scaptotrigana pestorais (ns32)
Totragonisca angustula (n=42)
Scapiotrigona pectoralis (n=32) Tetragonisca angustula (n=42)

Tabla 3. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para

Faith.

Kruskal-Wallis (all groups)

Result
H 50.10130513346434
pvatus 7601581164059035e-11
Kruskal-Wallis (pairwise)
Downlgad CSV
Group 1 Group 2
Brood_somb (n=z5) noney (n=5)

propolis (n=23)
warker_bee {n=27}

honay (n=26) propolis (n=23)
worker_bee (n=27}

propolis (n=23) workar_boe (n=27}

24332018

2701342

0.016683

25610860

27513082

2751658

005122

35204082

2.452075

28183046

1139601

35826030

p-value

8.2111848.01

2969008808

1.173608e-01

1.1031586-07

2857366601

2156454608

Tabla 4. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la entropia de Shannon.

Kruskal-Wallis (all groups)

Result

H 5.26399963 1755894

povaiua 0 07 1834428 mTeT
Kruskal-Wallis (pairwise)
Download CEV

Group 1
Melipona beecheii (n=27) Scaptotrigona pectoralis (n=32)
Tetragonisca angustula (n=42)
Scaptotrigona pectoralis (n=32) Tetragonisca angustula (n=42)

Group 2
1959259
0873167

4809643

pevalus

8.1080198-07

1002638601

6872295601

4157384807

1.5586208-07

9.715364e-02

pevalue

0.161583
0350080

0025301

q-valus

1.6216045-08

1203166801

8.972285¢-11

1.203165e-01

la diversidad filogenética de

quvalue

8217184801
8.007018e-09
1.760544a-01
2.2083158-07
3426083501

8.9070196-09

g-value
0242389

0.350060

0.064903.
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