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Resumen. La interaccion planta-abeja puede ge-
nerar productos de la colmena con diferentes ca-
racteristicas fisicoquimicas, bioactivos y actividad
antimicrobiana. Por lo cual, en este trabajo se de-
termino la composicion quimica de conglomerados
o agregados de polen colectados de 12 colmenas
establecidas en Chiapas, México, en los municipios
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Abstract. Plants-bees interaction can generate
bee-hive products with different physicochemical,
bioactive and antimicrobial composition. Therefore,
in this study we determined the physicochemical
composition of pollen aggregates collected from 12
stingless bee-hives established in Chiapas, Mexico,
from three different municipalities: Tapachula,
Mazatan and Cacahoatan, and with three different
species:  Melipona  beecheii,  Scaptotrigona
mexicana and Tetragonisca angustula. We also
evaluated the effect of pollen aggregate extracts
on Colletotrichum gloeosporioides growth. Our
results showed differences in the physicochemical
composition based on bee species. Pollen from
M. beecheii registered the highest phenol content,
flavonoids, and free acidity. These results, and the
obtained from the antioxidant capacity (Trolox),
glucose and pH, were associated with in vitro C.

gloesporioides growth. The fungus radial growth
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Tapachula, Mazatan y Cacahoatan, dentro de tres
meliponarios comerciales asociados a las espe-
cies: Melipona beecheii, Scaptotrigona mexicana
y Tetragonisca angustula. Asimismo, se evaluo el
efecto de los agregados de polen en Colletotrichum
gloeosporioides. Se encontrd una composicion qui-
mica muy diversa independientemente de la espe-
cie de abeja. El polen obtenido de colmenas con M.
beecheii tuvieron la mayor cantidad de fenoles, fla-
vonoides y acidez libre. Estas propiedades, en adi-
cion de la capacidad antioxidante (trolox), glucosa
y pH, estuvieron asociados a la inhibicion del creci-
miento in vitro de C. gloeosporioides. La velocidad
de crecimiento radial del hongo durante nueve dias
fue de 0.013 a 0.009 mm h! con extractos de po-
len, 44 % menor que el efecto del clorotalonil. La
actividad antifiingica de los extractos de polen fue
de 65y 37 % para M. beecheii, 57y 16 % para T.
angustula 'y 60y 30 % para S. mexicana, respecto
al tratamiento testigo y a la dosis mas alta de cloro-
talonil, respectivamente.

Palabras clave: Interaccion, inhibicidon, compues-
tos bioactivos, agregados de polen, abejas sin agui-
jon.

Las abejas colectan productos de plantas que
emplean para su crecimiento y desarrollo, siendo
los mas importantes el néctar, polen, resinas y, en
algunos casos, aromas de flores requeridos en cor-
tejo y apareamiento (Borkrad y Sulaiman, 2010;
Détterl y Vereecken, 2010; Villanueva-Gutiérrez et
al., 2015). Esta interaccion planta y abeja genera
a su vez productos con diferentes caracteristicas
fisicoquimicas, sensoriales y capacidades bioac-
tivas, los cuales dependen de la especie vegetal,
condicion nutricional, origen geografico y de los
grupos taxonomicos de especies de abejas. Entre
las mas estudiadas se encuentran Apis mellifera
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rate during the nine-day study was 0.013-0.009
mm h™' with pollen extracts, which was equivalent
to 44% lower value than chlorothalonil. The
antifungal activity of pollen extracts depends
on bee species; for M. beecheii we registered 65
and 37%, for T. angustula 57 and 16%, and for S.
mexicana 60 and 30%, which were higher than the
chlorothalonil fungicide.

Key words: Interaction, inhibition, hive products,
pollen aggregate, stingless bees.

Bees collect plant products that they use for
their growth and development; among the most
important products are nectar, pollen, resins, and, in
some cases, scent of flowers required in courtship
and mating (Borkraa and Sulaiman, 2010; Ddétterl
and Vereecken, 2010; Villanueva-Gutiérrez et
al., 2015). The plant-bee interaction leads in turn
to the development of products with different
physicochemical and sensory characteristics, as
well as bioactive capacities, which depend on the
plant species, nutritional conditions, geographical
origin, and taxonomic group of the bee species.
The species that have been studied the most are
Apis mellifera (Apidae:Apinae) and meliponines
(Apidae: Meliponini), which are stingless bees
from tropics and subtropics (Ayala et al. 2013;
Komosinska et al., 2015; Da Silva et al., 2016).

Since ancient times, beehive products of
different species have been used as exchange
material, divine offerings, and in the treatment of
various diseases (Borkrad and Sulaiman, 2010).
Currently, because of their properties, beehive
products have diverse uses, for example, in diabetic
foot and wound treatment, as antioxidant and anti-
inflammatory, antimicrobial activity, among others
(Molan and Bets, 2004; Basim et al., 2006; Vit et al.
2008; Grajales-Conesa et al., 2018). On the other
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(Apidae:Apinae) y los meliponinos (Apidae: Me-
liponini), abejas sin aguijon de tropicos y subtropi-
cos (Ayala et al. 2013; Komosinska et al., 2015; Da
Silva et al., 2016).

Desde épocas ancestrales, los productos de
colmena de diversas especies de abejas se han
empleado como material de intercambio y ofren-
darios divinos, asi como en el tratamiento de di-
versas enfermedades (Borkraa y Sulaiman, 2010).
Actualmente, sus productos tienen diversos usos
médicos, incluyendo tratamiento de pie diabético y
heridas, antioxidante, antiinflamatorio y actividad
antimicrobiana (Molan y Bets, 2004; Basim ef al.,
2006; Vit et al. 2008; Grajales-Conesa et al., 2018).
Por otra parte, estudios recientes con productos de
abejas sin aguijon, han demostrado que estos pro-
mueven mayor tasa de epitelizacion en heridas y
efecto antiinflamatorio y antimicrobiano que la
abeja europea o melifera (Rao ef al., 2016). La acti-
vidad antimicrobiana se ha evaluado in vitro contra
distintas bacterias de importancia médica: Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella ente-
rica, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyo-
genes, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus y
diferentes especies fungosas del género Candida
(Cabrera y Montenegro 2013; Zainol et al., 2013;
Vit et al., 2016). Extractos metanolicos y etanoli-
cos de polen, asi como mieles de 4. mellifera 'y de
diversas especies de abejas sin aguijon han tenido
efectiva actividad antimicrobiana contra hongos
de interés médico y agricola: Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum'y C. gloeos-
porioides (Cabrera y Montenegro 2013; Albores-
Flores et al., 2018). De los productos de colmena,
el polen estd compuesto por subproductos del ga-
metangio masculino floral que colectan las abejas
y cuenta con un alto contenido nutrimental, consti-
tuido por carbohidratos (13 y 55%), proteinas (10
y 40%), lipidos (1-10%) y fibra cruda (0.3 y 20%),
ademas de minerales, oligoelementos, vitaminas,
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hand, recent studies with stingless bee products
have shown a higher rate of epithelialization
in wounds and greater anti-inflammatory and
antimicrobial effects than those of European or
honeybees (Rao et al., 2016). The antimicrobial
activity has been evaluated in vitro against
different medically important bacteria: Listeria
Salmonella

monocytogenes, Escherichia coli,

enterica, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes,
aureus, and different fungal species of the Candida
genus (Cabrera and Montenegro 2013; Zainol ez al.,
2013; Vit et al., 2016). Methanolic and ethanolic
extracts of pollen, as well as honey of 4. mellifera
and different stingless bee species, have shown
an effective antimicrobial activity against fungi
of medical and agricultural interest: Alternaria

Proteus  mirabilis, Staphylococcus

alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum
and C. gloeosporioides (Cabrera and Montenegro
2013; Albores-Flores et al., 2018). Of the beehive
products, pollen is made up of by-products of the
floral male gametangium collected by bees and has
a high nutritional content, which is constituted by
carbohydrates (13 and 55%), proteins (10 and 40%),
lipids (1-10%) and row fiber (0.3 and 20%), as well
as minerals, oligoelements, vitamins, carotenoids,
phenolic compounds, flavonoids,
terpenes (Bogdanov, 2004). Besides being a source
of food for bees, the pollen aggregate is also
important in the human diet (Pascoal et al., 2014).

In Soconusco, Chiapas, Mexico, meliponiculture
is practiced in areas adjacent to crops, especially
coffee (Coffea spp.), mango (Mangifera indica),

sterols and

rambutan (Nephelium lappaceum) and banana
(Musa spp.). Several studies have been conducted
to characterize the bechive products of the
stingless bee species that are most widely bred
in the region, such as: Melipona beecheii, M.
solani, Scaptotrigona mexicana and Tetragonisca
angustula (Grajales-Conesa et al., 2018; Espinoza-
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carotenoides, compuestos fendlicos, flavonoides,
esteroles y terpenos (Bogdanov, 2004). Ademas de
ser fuente alimenticia para las abejas, el agregado
de polen es importante en la alimentacion humana
(Pascoal et al., 2014).

En el Soconusco, Chiapas, la meliponicultura se
realiza en zonas aledafias a cultivos de la region,
siendo café (Coffea spp.), mango (Mangifera in-
dica), rambutan (Nephelium lappaceum) y banano
(Musa spp.) los principales. Se han desarrollado di-
versos estudios para caracterizar los productos de
colmena de especies de abejas sin aguijon mayor-
mente cultivadas en esta region, tales como: Meli-
pona beecheii, M. solani, Scaptotrigona mexicana
y Tetragonisca angustula (Grajales-Conesa et al.,
2018; Espinoza-Toledo et al., 2018; Albores-Flores
et al., 2018).

Por otro lado, Colletotrichum gloeosporioides
es la especie fungosa mas frecuente que causa an-
tracnosis a nivel de campo y postcosecha en fruta-
les y hortalizas (Beltran y Garcia, 2006; Chacini et
al., 2013). A pesar de practicas de manejo especi-
ficas para evitar la incidencia de esta enfermedad,
incluyendo aplicacion de fungicidas de contacto y
sistémicos, no se ha logrado disminuir pérdidas de
cosecha y postcosecha superiores al 40 y 60%, res-
pectivamente (Huerta et al., 2009; Trinidad-Angel,
2017). Por la condicion tropical y subtropical del
Soconusco, la incidencia de este hongo es frecuen-
te en cultivos de la region, principalmente frutico-
las (Huerta et al., 2009).

Por lo anterior, es necesario desarrollar estu-
dios de eficacia biologica de nuevos productos
con potencial para el control de C. gloeosporioi-
des y que ademas representen una alternativa para
los sistemas de produccion organica. Este trabajo
complementa estudios previos del efecto antifun-
gico a partir de extractos de miel producidas por
las especies de abejas sin aguijon M. beecheil,
M. solani y S. mexicana del Soconusco (Albores-
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Toledo et al., 2018; Albores-Flores ef al., 2018).
On  the hand,
gloeosporioides is the fungal

Colletotrichum
species most
frequently reported to cause anthracnose in fruit

other

trees and vegetables, in the field and postharvest
(Beltran and Garcia, 2006; Chacini et al., 2013).
Despite the specific management practices used to
prevent the incidence of this disease, which include
application of contact and systemic fungicides,
it has not been possible to reduce harvest and
postharvest losses of more than 40 and 60%,
respectively (Huerta et al., 2009; Trinidad-Angel,
2017). Because of the tropical and subtropical
conditions that prevail in Soconusco, the incidence
of this fungus is frequent in crops, especially fruit
crops (Huerta et al., 2009).

Based on the above, it is necessary to conduct
studies to evaluate the biological effectiveness
of new products to control C. gloeosporioides
and which also provide an alternative for organic
production systems. This study complements
previous research on the antifungal effect using
honey extracts of the stingless bee species M.
beecheii, M. solani and S. mexicana collected
in Soconusco (Albores-Flores et al. 2018). This
research was focused on characterizing extracts of
pollen aggregates at the physicochemical level and
identifying potential bioactive compounds with
antifungal effects on C. gloeosporioides, using
material collected in commercial beehives of M.
beecheii, S. mexicana and Tetragonisca angustula,
a species whose effects on the fungus had not been
previously studied.

MATERIALS AND METHODS
Samples of aggregates of pollen of stingless bees.

Samples of pollen aggregates from commercial
beehives of three stingless bee species (M. beecheii,
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Flores et al., 2018). Esta investigacion se enfocod
en caracterizar extractos de agregados de polen a
nivel fisicoquimico e identificar potenciales com-
puestos bioactivos con efecto antifiingico contra C.
gloeosporioides a partir de material colectado de
colmenas comerciales de M. beecheii, S. mexicana
y Tetragonisca angustula, una especie no estudiada
previamente respecto al hongo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de agregados de polen de abeja sin
aguijon. Las muestras de agregados de polen de
colmenas comerciales de tres especies de abejas sin
aguijon M. beecheii, S. mexicana 'y T. angustula se
colectaron de febrero 2017 a febrero de 2018. La
identificacion de especies se basé en trabajos pre-
vios regionales y con informaciéon taxonémica de
la subfamilia (Espinoza-Toledo et al., 2018; Ayala
et al. 2013). La localizacion de colmenas, nimero
de muestras por especie y fechas de colecta se in-
dican en el Cuadro 1. Las muestras de agregados
de polen se colectaron con pinzas estériles de cajas
racionales (cajas de abejas) y después se coloca-
ron en frascos de plastico estériles previamente eti-
quetados con la informacion correspondiente. Las

S. mexicana and T. angustula) were collected from
February 2017 to February 2018. The species were
identified based on previous regional studies and
using taxonomic information of the subfamily
(Espinoza-Toledo et al., 2018; Ayala et al. 2013).
The location of the beehives, number of samples
per species and dates of collection are shown
in Table 1. The pollen aggregate samples were
collected using sterile forceps from rational boxes
(bee boxes) and then placed in sterile plastic jars
that were previously labeled with the corresponding
information. The samples were concentrated and
stored at -4 °C at the Biosciences Institute of the
Autonomous University of Chiapas, in Tapachula.

Physicochemical analysis. The samples were
determined in triplicate using the methods described
by the AOAC (2003) and the following parameters:
humidity (method 969.38), ashes (945.38), pH
(method 962.19) and free acidity (method 962.19).
The determination of free acidity was carried out
according to Bogdanov (2002) and AOAC (2003)
by potentiometric titration with an alkaline buffer
up to pH 8.5.

Extraction of total phenols. For this, the protocol
of Carpes et al. (2007) with modifications was used.

Cuadro 1. Especie de abeja melipona, niimero y ubicacion de meliponarios comerciales y la composicion vegetal pre-
dominante en el area de las colmenas muestreadas en Chiapas, México.
Table 1. Stingless bee species, number, and location of commercial meliponine beekeepers, and plant composition that
prevails in the area of Chiapas, Mexico, where beehives were sampled.

Especie (numero Establecimiento Fecha de colecta de  Tipo agroecologico
. . Clave de Muestra .
meliponarios) de la colmena polen (predominante)

T . . TA1 Mazatan Febrero 2017

(rfirgz)gomsca angustula o Rancho San Juan, Mazatan Abril 2017 Frutales (mango)
TA3 Rancho San Juan, Mazatan Junio 2017

S ) . SM1 Cacahoatan Mayo 2017

(Ifzg)lotrlg ona mexicana gy Tapachula Mayo 2017 Frutales (rambutan)
SM3-SM6 Mazatan Agosto 2017

Mihp ona beecheil MB1-MB3 Estancia Agroecoldgica “Ayol”  Enero-Febrero 2018 Agricola

(n=3) (temporal)
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muestras se concentraron y almacenaron a -4 °C en
el Instituto de Biociencias de la Universidad Auto-
noma de Chiapas, Tapachula.

Analisis fisicoquimico. Se determinaron por tripli-
cado usando métodos descritos por la AOAC (2003)
con los siguientes parametros: humedad (método
969.38), cenizas (945.38), pH (método 962.19) y
acidez libre (método 962.19). La determinacion de
acidez libre se realizd segun Bogdanov (2002) y
AOAC (2003) mediante la valoracidon potenciomé-
trica con un buffer alcalino hasta pH 8.5.

Extraccion de fenoles totales. Se utilizo el proto-
colo modificado de Carpes et al. (2007). La prepa-
racion de solucion de agregado de polen se realizo
colocando 1g de agregado en 5 mL de metanol:agua
(1:1) a pH 2. Para flavonoides se utiliz6 etanol al
80% dejando en reposo por 24 h.

Analisis del contenido de fenoles. Se determind
por el método de Restrepo et al. (2009) con el reac-
tivo Folin Ciocalteu. A partir del extracto de agre-
gado de polen se tom6 1 mL para preparar concen-
traciones a 25, 50, 75 y 100 %. Cada concentracion
se mezcld con 500 pL del reactivo de Folin-Cio-
calteu diluido 1/10 con agua y se anadié 400 pL de
Na,CO,. La mezcla se mantuvo en oscuridad total
durante 15 min para propiciar la reaccion. Poste-
riormente, se registrd la absorbancia a 765 nm.
Una mezcla de metanol:agua (1:1) se empled como
blanco (testigo). Se realizo la curva de calibracion
para estimar el contenido de polifenoles con una
solucion de acido galico a las concentraciones 0,
50, 100, 150, 200, 250 mg L' en una solucion de
metanol:agua (1:1). Los resultados del contenido
total de polifenoles se expresaron en mg equiva-
lentes de acido galico por cada 1 g de agregado de
polen.
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To prepare the pollen aggregates solution, 1 g of
aggregate was mixed with 5 mL of methanol:water
(1:1), pH 2. For flavonoids, 80% ethanol left to
stand for 24 h was used.

Analysis of phenols content. It was determined
following the method of Restrepo et al. (2009)
with the Folin Ciocalteu reagent. From the extract
of pollen aggregates, 1 mL was taken to prepare
concentrations at 25, 50, 75 and 100%. Each
concentration was mixed with 500 uL of Folin-
Ciocalteu reagent diluted with water 1/10, to which
400 pL of Na,CO, were added. The mixture was
kept in total darkness for 15 min to promote the
reaction. Later, the absorbance was recorded at 765
nm. A mixture of methanol:water (1:1) was used as
blank (control). The calibration curve to estimate
the polyphenols content was created with a solution
at concentrations of 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg
L' in a methanol:water solution (1:1). The results
of the total polyphenols content were expressed in
equivalent mg of gallic acid per each 1 g of pollen
aggregate.

Analysis of flavonoids content. It was determined
using the technique of Restrepo et al. (2009). For
this, quercetin dihydrate was used as a standard
(1 mg mL"). The calibration curve was built
with a quercetin/methanol solution at different
concentrations: 0, 0.002, 0.004, 0.006, 0.008,
0.01 mg mL'. Afterwards, potassium acetate
and aluminum trichloride were added, and the
solution was kept in total darkness for 30 min. The
absorbance was recorded at 415 nm.

Antioxidant capacity. To quantify the antioxidant
activity, a discoloration of the radical 2.2 -azino-
bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid) was
carried out following the ABTS methodology
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Analisis del contenido de flavonoides. Se de-
termind por la técnica de Restrepo et al. (2009).
Para esto se empleo6 dihidrato de quercetina como
estandar (1 mg mL"). Se realiz6 una curva de ca-
libracion con una solucion de quercitina/metanol a
diferentes concentraciones: 0, 0.002, 0.004, 0.006,
0.008, 0.01 mg mL-'. Posteriormente se afiadi6 ace-
tato de potasio y tricloruro de aluminio y se dejoé en
oscuridad total durante 30 min. La absorbancia se
registré a 415 nm.

Capacidad antioxidante. La cuantificacion de la
actividad antioxidante se realizd mediante la deco-
loracion del radical 2.2 -azino-bis (3-etilbenzotia-
zolin-6-4cido sulfonico) con la metodologia ABTS
(Overveld et al., 2000). Los extractos resultantes
de los agregados de polen, a concentraciones 25,
50,75y 100 %, se adicionaron con 20 mL de ABTS
(2 mM) y 80 pL de persulfato de potasio 70 mM.
Se dejaron en reposo y oscuridad a 25 °C durante
16 h para producir el radical ABTS+. La absorban-
cia (K = 734 nm) de la solucion se ajusto a 0.800
+ 0.03 unidades de absorbancia en un espectrofo-
tometro (Thermo Scientific Modelo 4001/4) con
ayuda de una solucion reguladora de fosfatos 0.01
M (Na,PHO +KH,PO,+NaCI+KCl en 1000 mL de
agua destilada; pH 7.4 ajustado con NaOH). Para
la construccion de la curva de calibracion se agre-
garon 990 pL de la solucion diluida de ABTS+y se
adicionaron 10 pL de solucion Trolox (6-hidroxi-2,
5, 7, 8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) a dife-
rentes concentraciones (0-400 uM en metanol al 80
% v/v). Después de 6 min de reposo, la absorbancia
se ley6 a 734 nm empleando metanol al 80% v/v
como blanco. Los resultados se expresaron como la
capacidad antioxidante equivalente a Trolox por g
de extracto de polen.

Actividad antifangica. La cepa de C. gloeospo-
rioides, perteneciente a la coleccion del Instituto de
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(Overveld et al., 2000). The extracts obtained from
pollen aggregates, at concentrations of 25, 50, 75
and 100%, were added with 20 mL of ABTS (2
mM) and 80 pL of potassium persulfate 70 mM.
They were left to stand in darkness at 25 °C for
16 h to produce the ABTS+ radical. The solution
absorbance (A = 734 nm) was adjusted to 0.800
+ 0.03 absorbance units in a spectrophotometer
(Thermo Scientific Model 4001/4), using a 0.01 M
phosphate buffer (Na,PHO,+KH,PO,+NaCl+KCl
in 1000 mL of distilled water; pH 7.4 adjusted with
NaOH). To obtain the calibration curve, 900 puL of
the diluted solution of ABTS+ and 10 pL of Trolox
solution (6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchrome-
acid) were added at different
concentrations (0-400 uM in 80% v/v methanol).
After 6 min standing, the absorbance was recorded
at 734 nm using 80% v/v methanol as blank. The
results were expressed as the antioxidant capacity
equivalent to Trolox per g of pollen extract.

2-carboxilic

Antifungal activity. The C. gloeosporioides strain,
belonging to the collection of the Biosciences
Institute, isolated from Carica papaya fruits, and
morphologically identified by Victor Albores
(unpublished data), was reactivated in potato-
dextrose-agar (PDA) nutrient
antifungal activity was evaluated by mixing
methanolic extracts of the collected pollen
aggregates of each bee species with PDA in vitro.
The treatments, in triplicate, consisted of mixtures
of 100 uL of extracts at 25, 50, 75 and 100% with
20 mL of PDA that was previously prepared. After
sowing the strain in 0.5 cm colonial disks in the

medium. The

middle of 52 mm Petri dishes, it was incubated at
32 °C in a stove for 12 days. Mycelial growth was
measured every 24 h with a Vernier caliper 0-150
nm capacity for nine days. The C. gloeosporioides
colony growth in PDA under the same experimental
conditions was used as the absolute control. The
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Biociencias, aislada de frutos de Carica papaya ¢
identificada morfologicamente por Victor Albores
(Datos no publicados), se reactivd en medio nutri-
tivo papa dextrosa agar (PDA). La actividad anti-
fingica se evalué mezclando extractos metandlicos
de agregados de polen colectados de cada especie
de abeja con PDA in vitro. Los tratamientos, por
triplicado, consistieron en mezclas de 100 pL de
extractos a 25, 50, 75 y 100 % con 20 mL de PDA
previamente preparado. Posterior a la siembra de
la cepa, consistente en discos coloniales de 0.5
cm colocadas al centro de cajas Petri de 52 mm,
se incubd a 32 °C en una estufa durante 12 dias.
El crecimiento micelial se midi6é cada 24 h con un
Vernier con capacidad de 0-150 mm durante nue-
ve dias. Como testigo absoluto se empleo el cre-
cimiento de una colonia de C. gloeosporioides en
PDA bajo las mismas condiciones experimentales.
Los testigos relativos de inhibicion, por triplicado,
fueron: 1) solucion de metanol/agua, 2) clorotalonil
a2l mg mL'y 3) clorotalonil a 56 mg mL", estos
dos ultimos acordes a dosis comerciales aplicadas
al cultivo de C. papaya por la Asociacion de fruti-
cultores del Soconusco, Chiapas.

La velocidad de crecimiento absoluto. Se deter-
miné mediante la siguiente ecuacion: u = (Db-Da)
/ (tb — ta). Donde: u es velocidad de crecimiento de
colonia (mm dia-1); Db es el diametro de la colonia
(mm) en el tiempo b; Da, corresponde al diametro
de la colonia en el tiempo a, y, th y ta es el tiem-
po de crecimiento absoluto entre dos evaluaciones.
Para el célculo comparativo del crecimiento de C.
gloeosporioides de los cuatro extractos (1-4) res-
pecto a los testigos relativos (1-3) se utilizé la si-
guiente ecuacion: DFC = [(D testigo relativo, , — D
extracto ) / (D testigo relativo, )] x 100. Donde,
DFC es la diferencia en el diametro (mm) de la co-
lonia entre el D testigo relativo, , y el D extracto del
agregado de polen, , expresado en porcentaje.
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inhibition relative controls, in triplicate, were:
1) methanol/water, 2) chlorothalonil at 21 mg
mL!, and 3) chlorothalonil at 56 mg mL"'; the last
two according to commercial doses applied to C.
papaya crops by the Asociacion de Fruticultores
del Soconusco, Chiapas.

Rate of absolute growth. It was determined
using the following equation: u = (Db-Da) / (tb
— ta). Where: M is the rate of the colony growth
(mm day-1); Db is the diameter of the colony
(mm) in time b; Da corresponds to the diameter
of the colony in time a; and tb and fa is the time
of absolute growth between two evaluations. For
the comparative calculation of C. gloeosporioides
growth in the four extracts (1-4) with respect to the
relative controls (1-3), the following equation was
used: DFC = [(D relative control , — D extract, )
/(D relative control )] x 100. Where, DFC is
the difference in the diameter of the colony (mm)
divided by D relative control, , and D extract of the
pollen aggregate, , expressed as percent.

Analysis of data. The data ofall the physicochemical
variables were subjected to a multivariate analysis
of variance (MANOVA), considering each species-
collection as a treatment. The media comparison
was carried out using Hotelling’s test (¢=0.05). To
determine the separation or groups of collections and
species, a linear discriminant analysis (LDA) was
performed. A principal component analysis (PCA)
was carried out to explain the relative weight of the
physicochemical variables in the composition of the
pollen aggregates within and among species. The
relationship of the mycelial growth with phenols,
flavonoids, Trolox and the antioxidant activity was
estimated using r-Spearman. An ANOVA analysis
by bee species and growth evaluation date was
conducted in order to compare the effect of the
four concentrations of extracts of pollen aggregates
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Analisis de datos. Los datos de todas las varia-
bles fisicoquimicas se analizaron por analisis de
varianza multivariado (AMOVA)
do cada especie-colecta como un tratamiento. La

consideran-

comparacion de medias se realizo por la prueba
Hotelling (0=0.05). Para determinar la separacion
o agrupacion de colectas y especies se utilizd un
analisis discriminante (ADL). Se realiz6 un analisis
de componentes principales (ACP) para explicar
el peso relativo de las variables fisicoquimicas en
la composicion de los agregados de polen dentro
y entre especies. La relacion del crecimiento mi-
celial con fenoles, flavonoides, Trolox y actividad
antioxidante se estimo con r-Spearman. Se realizd
un analisis ANOVA por especie de abeja y fecha de
evaluacion del crecimiento para comparar el efecto
de las cuatro concentraciones de extractos de agre-
gados de polen con los testigos relativos. Todos los
analisis de realizaron en INFOSTAT.

RESULTADOS

El resultado del analisis fisicoquimico de agre-
gados de polen colectado por M. beecheii, S. mexi-
cana 'y T. angustula se observa en el Cuadro 2. De
manera general, los valores de humedad fueron de
12.2 a 31.4%, cenizas de 0.9 a 5.9%, pH estuvo
en rango de 2.2 a 3.5, acidez libre de 117 a 233.4
meq Kg!, fenoles de 1.2 a 2.6 mg EAG g, fla-
vonoides de 0.9 a 3.1 pg EQ g, trolox de 4.3 a
8.1 mg Trolox gy en concentracion de glucosa de
0.01 a0.3 mg L', En el analisis multivariado se en-
contrd significancia de la especie de abeja-colecta
en el contenido fisicoquimico (p=0.0001). Todas
las combinaciones especie-colecta fueron estadis-
ticamente diferentes (p=0.05), observandose que
los valores multivariados fueron mayores en M.
beecheii y menores para 7. angustula. La cantidad
de fenoles y flavonoides estuvieron relacionadas
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with the relative controls. All the analyses were
conducted in INFOSTAT.

RESULTS

The result of the physicochemical analysis
of pollen aggregates collected by M. beecheii, S.
mexicana and T. angustula is shown in Table 2.
Overall, the humidity values ranged from 12.2 to
31.4%, ashes from 0.9 to 5.9%, pH from 2.2 to 3.5,
free acidity from 117 to 233.4 meq Kg'!, phenols
from 1.2 to 2.6 mg EAG g!, flavonoids from 0.9 to
3.1 ug EQ g, Trolox from 4.3 a 8.1 mg, Trolox g’!,
and the concentration of glucose from 0.01 a 0.3 mg
L. The multivariate analysis was significant on bee
species in the physicochemical content (p=0.0001).
All the species-collection combinations were
statistically different (p=0.05); M. beecheii had
the highest values, while 7. angustula had the
lowest. The amount of phenols and flavonoids
were positively related to the antifungal activity
(p<0.02), while the antioxidant capacity (Trolox)
had a negative r-Spearman (-0.41 a-0.61) (Table 3).
In most of the extracts associated with S. mexicana
and M. beecheii species, the antioxidant activity had
a negative correlation with the antifungal activity.

The discriminant analysis explained 91.1% of
variance in the first two components, CAN 1 (80%)
and CAN 2 (11.1%). The greatest weight in CAN
1 corresponded to phenols, flavonoids, and free
acidity. The formation of groups clearly included
the three replications of each species-collection but
there was significant variation between intra and
inter-species collections. According to MANOVA,
the collections from M. beecheii beehives were
separated from the other collections and distributed
across the positive dimension of CAN 1. The other
two species-collections were distributed across
CAN 2, which had the greatest weight of pH, ashes,
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Cuadro 2. Valores fisicoquimicos del polen colectado por Melipona beecheii (Mb), Scaptotrigona mexicana (Sm) y Tetragonis-
ca angustula (Tar) en diferentes regiones del Soconusco, Chiapas.
Table 2. Physicochemical values of pollen collected by Melipona beecheii (Mb), Scaptotrigona mexicana (Sm) and Tetrago-
nisca angustula (Tar) in different regions of Soconusco, Chiapas.

Variables fisicoquimicas

Clave de H Humedad Cenizas Acidez Libre Trolox Fenoles Flavonoides Glucosa Prueba

muestra P (%) (%) (meq kg™) (mgg") (mgEAGg") (mgEQg" (mg L) hotelling
MBI1 2.2 314 0.9 127.1 6.8 2.2 1.8 0.04 C
MB2 2.6 19.6 1.1 2333 5.8 2.6 2.9 0.1 B
MB3 2.5 12.2 34 206.2 6.4 2.5 3.1 0.01 A
TAl 33 21.1 2.5 126.6 7.9 1.9 1.3 0.2 J
TA2 34 24.7 4.1 146.4 7.4 1.8 1.7 0.2 K
TA3 33 26.2 3.9 133.2 8.0 2.2 1.6 0.3 L
SM1 33 30.6 1.8 142.8 7.4 1.2 1.5 0.1 F
SM2 33 27.0 2.1 159.9 6.8 1.5 1.2 0.01 E
SM3 3.5 12.2 2.4 146.4 8.1 1.4 1.3 0.02 D
SM4 33 23.7 2.8 117.9 43 1.3 1.0 0.3 1
SM5 3.5 27.5 5.9 183.1 5.3 2.1 1.1 0.06 H
SM6 3.5 243 34 129.9 5.5 2.0 0.9 0.03 G

*La informacion de referencia de cada muestra de extracto de polen se describe en el Cuadrol. < *The reference information of

each sample of pollen extract is described in Table 1.

positivamente con la actividad antifingica (p<0.02),
mientras que la capacidad antioxidante (Trolox)
tuvo una r-Spearman negativa (-0.41 a -0.61) (Cua-
dro 3). En la mayoria de los extractos asociados a
la especie S. mexicana y M. beecheii, la actividad
antioxidante presentd correlacién negativa con la
actividad antifungica.

Con el analisis discriminante se explico el
91.1% de varianza en los primeros dos compo-
nentes, CAN 1 (80%) y CAN 2 (11.1%). El mayor
peso en CAN 1 lo aportaron fenoles, flavonoides
y acidez libre. La conformacion de grupos incluyo
claramente las tres repeticiones por cada especie-
colecta, pero mostré amplia variacion entre co-
lectas intra- e inter-especie. En concordancia con
MANOVA, las colectas correspondientes a colme-
nas de M. beecheii se separaron del resto distribu-
yéndose en la dimensién positiva de CAN 1. En
CAN 2, con un mayor peso de pH, cenizas y gluco-
sa, se distribuyeron las otras dos especies-colectas,
siendo S. mexicana la que tuvo mayor dispersion
(Figura 1A).
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and glucose; S. mexicana had the highest dispersion
(Figure 1A).

The analysis of main components explained
58% of the multivariate variance (CP1=43.5;
CP2=14.8%) in the two first components. CP1
was mainly explained by flavonoids, pH, and
free acidity, while CP2 was determined by ashes
and glucose. Phenols had similar weight in both
components (Figure 1B). The projection of the
collections in this multivariate space unmarked
M. beecheii samples from beehives established in
an agroecological area where annual agricultural
crops prevail (MB3 and MB2). The remaining
collections had low dispersion regarding low
values of CP1 and CP2.

Antifungal activity. The three bee species and four
methanolic extracts that were evaluated showed C.
gloeosporioides inhibition compared to the controls.
From day three of incubation and up to the end,
at day nine, statistical differences were observed
in the fungus mycelial growth compared to the
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Cuadro 3. Valores del coeficiente de correlacion entre la concentracion de fenoles, flavonoides y

Trolox con la actividad antiflingica de los extractos de polen de cada especie de abeja.

Table 3. Values of the correlation coefficient among the concentration of phenols, flavonoids and
Trolox with the antifungal activity of pollen extracts from each bee species.

Clave Fenoles Flavonoides Trolox
de Muestra  Spearman Valor p Spearman Valor p Spearman Valor p
MBI 0.82 <0.0001 0.77 0.0018 -0.51 0.0154
MB2 0.86 <0.0001 0.81 0.0001 -0.46 0.0525
MB3 0.86 <0.0001 0.80 0.0001 -0.51 0.0154
TAI 0.74 0.0012 0.76 0.0018 -0.44 0.0722
TA2 0.74 0.0012 0.72 0.0032 -0.42 0.0915
TA3 0.78 0.0001 0.70 0.0040 -0.41 0.1458
SM1 0.80 <0.0001 0.70 0.0040 -0.44 0.0722
SM2 0.80 <0.0001 0.70 0.0040 -0.51 0.0154
SM3 0.81 <0.0001 0.66 0.0051 -0.42 0.0915
SM4 0.88 <0.0001 0.62 0.0073 -0.61 0.0003
SM35 0.91 <0.0001 0.62 0.0073 -0.55 0.0083
SM6 0.88 <0.0001 0.58 0.0241 -0.56 0.0083

YLa informacion de referencia de cada muestra de extracto de polen se describe en el Cuadrol. < YThe
reference information of each pollen extract sample is described in Table 1.

Con el analisis de componentes principales, los
primeros dos componentes explicaron el 58% de
la varianza multivariada (CP1=43.5; CP2=14.8%).
CP1 fue explicado principalmente por flavonoi-
des, pH y acidez libre, mientras que CP2 estuvo
determinado por cenizas y glucosa. Fenoles tuvo
similar peso en ambos componentes (Figura 1B).
La proyeccion de las colectas en este espacio mul-
tivariado desmarco muestras de M. beecheii de col-
menas establecidas en una estancia agroecologica
con predominancia de cultivos anuales agricolas
(MB3 y MB2). El resto de colectas tuvieron poca
dispersion en torno a valores bajos de CP1 y CP2.

Actividad antifangica. En las tres especies de
abejas y cuatro concentraciones evaluadas de ex-
tractos metanolicos se detectd inhibicion de C.
gloeosporioides respecto a los testigos. A partir
del tercer dia de incubacién y hasta su término a
los nueve dias, se observaron diferencias estadis-
ticas en el crecimiento micelial del hongo respecto
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methanol-water (p<0.0001) control. From day four
onwards, the concentrations at 25, 50, 75 and 100%
started to differentiate from the same control. The
differences ranged from 20 to 64% depending on
the growth time rather than the species (Figure 2).
From day five or six, the concentrations at 75 and
100% exceeded or equaled the inhibitory effect of
chlorothalonil at its highest concentration (56 mg
mL™"). The S. mexicana extracts at 50% were the
only ones that also exceeded the inhibition caused
by the fungicide at that concentration. The T
angustula extracts had the lowest effect compared
to chlorothalonil because only at a concentration
of 100% exceeded the highest doses (Figure 2).
The collection-species had an effect on the fungus
inhibitory capacity. For example, M. beecheii MB1
collection had a higher effect than MB1 and MB2
(Figure 3). When the final mycelial growth of the
relative control was compared to that of the absolute
control (5.1 cm), it was found that methanol/water
(3.8 cm) reduced the fungus growth by 25.4% and
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Figura 1. Analisis discriminante canénico para las tres especies de abeja colectoras de polen (A) y analisis de componentes
principales de la actividad antimicrobiana de los extractos metanélicos de polen (B). La informacion de referencia
de cada muestra de extracto de polen se describe en el Cuadrol.

Figure 1. Canonical discriminant analysis of the three pollen collector bees (A) and analysis of the main components of
the antimicrobial activity of the pollen methanolic extracts (B). The reference information of each pollen extract

sample is described in Table 1.
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al testigo metanol/agua (p<0.0001) (Cuadro 4). Al
cuarto dia en adelante, las concentraciones 25, 50,
75 y 100% comenzaron a diferenciarse del mismo
testigo. Las diferencias estuvieron en el rango 20-
64% dependiendo del tiempo de crecimiento mas
que de la especie (Figura 2). Desde el quinto o sex-
to dia, las concentraciones 75 y 100% superaron o
igualaron el efecto inhibitorio del clorotalonil en su
concentracion mas alta (56 mg mL"). Extractos de
S. mexicana a 50% fueron los tnicos que también
superaron la inhibicién causada por el fungicida a
esa concentracion. Los extractos de 7. angustula
fueron los que tuvieron el menor efecto respecto
a clorotalonil ya que unicamente la concentracion
100% supero6 la dosis alta (Figura 2). Se detecté un
efecto colecta-especie en la capacidad inhibitoria

chlorothalonil by 35.3% (3.3 cm, 21 mg mL") and
58.8% (2.1cm, 56 mg mL"). Overall, the rate of
C. gloeosporioides mycelial growth ranged from
0.027-0.041, 0.022-0.037, 0.012-0.025, and 0.009-
0.013 mm h'' at concentrations of 25, 50, 75 and
100%, respectively.

DISCUSSION

The physicochemical composition of the pollen
aggregates collected from commercial stingless
bee beehives was heterogeneous at intra- and
inter-species level because of the bees’ territorial
exploration capacity and pollen collection from
different plant species (Table 1). However, it was

Cuadro 4. Valores de diferencia en didmetro de colonia (DFC) de Colletotrichum gloeosporioides (expresados en valores de
porcentaje) entre los extractos de polen colectados por las abejas y los tratamientos testigo (cloratalonil=Clor).
(Se colocan unicamente en las concentraciones donde los extractos de polen de cada especie de abeja son menores
en tamaiio de colonia a la mayoria de los tratamientos testigo, los valores positivos indican que el diametro de

colonia con los extractos fue menor al testigo).

Table 4. Difference values in (DFC) Colletotrichum gloeosporioides colony diameter (expressed as percent values) among
the pollen extracts collected by bees and the control treatments (chlorothalonil=Clor). (They are placed only at the
concentrations where the pollen extracts of each bee species whose colony size is smaller than most of the control
treatments, and the positive values indicate that the colony diameter with the extracts was smaller than that of the

control).
Clave Metanol/ Clor Clor Clave Metanol/ Clor Clor
de muestra Extracto agua (21 mgmL") (56 mg mL") de muestra Extracto agua (21 mgmL") (56 mg mL™")

(E-a) (E-b) (E-c) (E-a) (E-b) (E-0)

MBI1 75 51.9 40.4 14.4 SM1 75 48.1 35.7 7.6
100 65.5 56.5 37.5 100 57.0 45.8 22.1

MB2 75 60.9 51.5 30.3 SM2 75 46.1 33.3 4.0
100 65.6 56.6 37.6 100 57.7 46.6 23.3

MB3 75 58.2 48.2 25.6 SM3 75 49.4 37.3 9.8
100 64.2 54.9 35.1 100 60.3 49.9 28.1

TA1 75 42.8 29.1 -1.9 SM4 75 53.3 42.1 16.8
100 54.7 42.9 17.9 100 62.4 52.7 32.0

TA2 75 43.5 29.9 -0.7 SM5 75 54.2 43.2 18.4
100 53.1 40.8 14.9 100 62.8 53.1 32.6

TA3 75 39.7 25.2 -7.5 SM6 75 56.2 45.7 22.0
100 53.1 40.8 14.9 100 61.8 51.8 30.7

“La informacion de referencia de cada muestra de extracto de polen se describe en el Cuadrol. < “The reference information of

each pollen extract sample is described in Table 1.
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Figura 2. Valores promedio del crecimiento in vitro de Colletotrichum gloeosporoides en presencia de extracto metanolico a
diferentes concentraciones de agregado de polen de Melipona beecheii (Mb), Scaptotrigona mexicana (Sm) y Tetra-
gonisca angustula (Ta).

Figure 2. Average values of Colletotrichum gloeosporoides growth in vitro in the presence of methanolic extract at different
concentrations of pollen aggregates of Melipona beecheii (Mb), Scaptotrigona mexicana (Sm) and Tetragonisca
angustula (Ta).
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del hongo. Por ejemplo, la colecta MB1 de M. bee-
cheii tuvo mayor efecto que MB1 y MB2 (Figura
3). Al comparar el crecimiento micelial final de los
testigos relativos con el testigo absoluto (5.1 cm)
se encontrd que metanol/agua (3.8 cm) redujo el
crecimiento del hongo en 25.4% y el clorotalonil en
35.3% (3.3 cm, 21 mg mL") y 58.8 % (2.1cm, 56
mg mL"). En general, la velocidad de crecimiento
micelial de C. gloeosporioides estuvo en el rango
de 0.027-0.041, 0.022-0.037, 0.012-0.025, y 0.009-
0.013 mm h! en las concentraciones 25, 50, 75 y
100%, respectivamente.

DISCUSION

La composicion fisicoquimica de los agregados
de polen colectados de colmenas comerciales de
abeja sin aguijon fue heterogénea a nivel intra- e
inter-especie debido a la capacidad de exploracion
territorial de las abejas y a la recoleccion de polen

possible to classify the species in groups, observing
that M. beecheii was segregated from the other
species. The species effect can be associated with
vegetal exploitation niches in order to prevent
interspecific competence more than some metabolic
effect. Previous reports indicate that this is a single-
flower species which prefer fabaceae 45% in contrast
with M. solani and S. mexicana (Espinoza-Toledo
et al., 2018). The physicochemical composition
at the pollen aggregates level has an implication
quality, and nutritional, therapeutic,
antioxidant and antimicrobial value (Margdoan et
al., 2010; Saavedra et al., 2013). Physicochemical
heterogeneity has also been reported in studies
honey produced by meliponines in
Soconusco (Espinoza-Toledo et al., 2018), and the
value of these attributes for ecological purposes has
been recognized (Vit, 2008).The correlation from
the physicochemical variables with the antioxidant
capacity of the extracts of pollen aggregates
suggests that phenols, flavonoids and free acidity

in its

about

Figura 3. Crecimiento in vitro de Colletotrichum gloeosporoides en presencia de extracto metandlico de agregado de polen de
Melipona beecheii (MB100) (100%), asi como los controles metanol/agua (M-A) y cloratolonil 56 mg mL™! (CI56).

Figure 3. Colletotrichum gloeosporoides growth in vitro in the presence of methanolic extract of Melipona beecheii (MB100)
(100%) pollen aggregate, as well as the controls methanol/water (M-A) and chlorothalonil 56 mg mL" (CI56).
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de diferentes especies vegetales (Cuadro 1). Sin
embargo, se pudieron clasificar las especies en gru-
pos, observandose que M. beecheii se segregd del
resto de las especies. El efecto de especie puede
estar asociado a nichos de explotacion vegetal con
el fin de evitar competencia interespecifica mas que
a alguin efecto metabolico. Previamente se reportd
que esta especie es monofloral con preferencia en
fabaceas 45%, en contraste a M. solani'y S. mexica-
na (Espinoza-Toledo et al., 2018). La composicion
fisicoquimica a nivel de agregados de polen tiene
implicacion en su calidad y valor nutrimental, tera-
péutico, antioxidante y antimicrobiano (Margaoan
et al., 2010; Saavedra et al., 2013). La heteroge-
neidad fisicoquimica también se ha reportado en
estudios de miel producida por meliponinos en el
Soconusco (Espinoza-Toledo et al., 2018), y se ha
reconocido el valor de estos atributos con fines eco-
logicos (Vit, 2008).

La correlacion obtenida de las variables fisi-
coquimicas con la capacidad antioxidante de los
extractos de agregados de polen sugiere que los
fenoles, flavonoides y acidez libre ejercen mayor
accion inhibitoria en el crecimiento micelial de C.
gloesporioides (Cuadro 3) (Margaoan et al., 2010).
Lo anterior podria estar relacionado con el tipo de
compuestos fenolicos extraidos de los agregados
de polen, que no tengan la propiedad de ser dona-
dores de electrones y sean acidos, evitando reaccio-
nar con el radical oxidado ABTS. Este compuesto
actua sobre polifenoles donadores de atomos de hi-
drogeno mientras que el complejo férrico en FRAP
actia sobre los polifenoles capaces de donar elec-
trones (Schaich et al., 2015). No se pudo atribuir
que la capacidad oxidante observada en las mues-
tras de extracto de agregado de polen de abeja sin
guijon se deba a un componente en particular. La
capacidad antioxidante es el resultado de la inte-
raccion entre moléculas que componen cada mues-
tra (Paulino-Zunini et al., 2010). Por lo anterior, la
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exert a higher inhibitory action on C. gloesporioides
mycelial growth (Table 3) (Margaoan et al., 2010).
This could be associated with the type of phenolic
compounds extracted from pollen aggregates,
which do not have the property of donating donate
electrons and are acidic and prevent a reaction with
the ABTS oxidized radical. This compound acts on
polyphenols which donate hydrogen atoms, while
the ferric complex in FRAP acts on polyphenols
that can donate electrons (Schaich et al., 2015). It
was not possible to state that the oxidizing capacity
observed in the samples of extracts of stingless
bee pollen aggregate was caused by a component
in particular. The antioxidant capacity is the result
of the interaction between molecules that make up
each sample (Paulino-Zunini et al., 2010). Based
on this, the low relationship obtained with the
antifungal activity would be defined by diverse
factors, such as the chemical composition of the
sample, geographical region and plant from which
the pollen was taken (Bertrams et al., 2013; Duran
etal.,2011).

The lowest relationship between the antioxidant
and antifungal capacity in the extracts of T
angustula pollen aggregates could be caused by the
sample composition (Marghitas et al., 2009). On the
other hand, it could also be due to a methodological
effect, since, according to the solvent, it is possible
to determine what molecule was extracted (Mufioz
et al., 2015). The inhibitory effect of the extracts of
pollen aggregates is consistent with other reports
where it is recognized that the type of biomolecule
and its bioactivity can vary making it possible to
differentiate regions and taxa, but implying the
sample effect (Pellati et al., 2011; Li et al., 2011;
Ruiz-Montaiiez et al., 2014).

The extracts of pollen aggregates showed
a clear inhibitory effect on C. gloeosporioides
compared to chlorothalonil commercial fungicide.
The inhibitory action in each extract of pollen
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baja relacion obtenida con la actividad antifungica
estaria definida por diversos factores como la com-
posicion quimica de la muestra, region geografica
y fuente vegetal del polen (Bertrams et al., 2013;
Duran et al., 2011).

La menor relacion entre la capacidad antioxi-
dante y la antifungica en extractos de agregado de
polen de T. angustula puede deberse a la composi-
cion de la muestra (Marghitas et al., 2009). Por otra
parte, también puede haber un efecto metodologico
ya que de acuerdo al solvente se puede determinar
la molécula extraida (Muiloz et al., 2015). El efecto
inhibitorio de extractos de agregados de polen es
consistente con otros reportes donde se reconoce
que el tipo de biomolécula y su bioactividad pue-
de ser variable permitiendo diferenciar regiones y
taxas pero implicando el efecto de la muestra (Pe-
llati et al., 2011; Li et al., 2011; Ruiz-Montafiez et
al.,2014).

Los extractos de agregados de polen mostraron
un claro efecto inhibitorio en C. gloeosporioides
comparados con el fungicida comercial clorota-
lonil. La accién inhibitoria observada en cada ex-
tracto de agregado de polen estuvo asociada con la
accion extractora del solvente y a la composicion
quimica de las muestras de polen. La concentracion
relativamente alta de compuestos fendlicos, en los
cuales pueden estar incluidos terpenoides, fenilpro-
panoides, estilbenos y saponinas (Soto y Rosales,
2016), pueden estar implicados en la actividad an-
tifingica. Los extractos hidrofilicos de células ve-
getales estan fuertemente relacionados con la inhi-
bicion del crecimiento celular y la germinacion de
conidios de Alternaria alternata y Fusarium oxys-
porum 'y, ademas pueden ser toxicos en procesos de
respiracion microbiana (Rodriguez-Maturino et al.,
2015). El 60% de extractos hidrofilicos presentan
alta cantidad de flavonoides y fenoles (Pietarinen
et al., 2006; Okwu y Nnamdi, 2008).
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aggregate was associated with the extracting action
of the solvent and the chemical composition of the
pollen samples. The relatively high concentration
of phenolic compounds, which may include
terpenoids, phenylpropanoids,
saponins (Soto and Rosales, 2016), can be involved
in the antifungal activity. The hydrophilic extracts
of plant cells are strongly related to Alternaria

stilbenes and

alternata and Fusarium oxysporum cell growth
inhibition and conidia germination and can also be
toxic in microbial respiration processes (Rodriguez-
Maturino et al., 2015). 60% of hydrophilic extracts
contain a large amount of flavonoids and phenols
(Pietarinen ef al., 2006; Okwu and Nnamdi, 2008).

The antifungal property of the pollen aggregates
collected by 4. mellifera has been reported to inhibit
up to 70% of mycelial growth in Aspergillus niger
and 99.9% in 4. fumigatus (Kacaniova et al., 2012).
Similar effects have been reported in Alternaria,
Botrytis and Fusarium (Cabrera and Montenegro,
2013). Regarding antifungal properties of pollen
aggregates associated with stingless bees, there
are reports of 7. angustula and 26% inhibition in
Candida albicans (Rojas, 2015). In Soconusco,
previous studies using meliponines honey showed
40% more effectiveness
fungicide in C. gloesporioides (Albores-Flores et
al., 2018). In contrast, these results, using extracts
of pollen aggregates collected by the same species
(M. beecheii, S. mexicana), had a higher effect
up to 50% than the fungicide in high commercial
doses (56 mg mL"'), depending on the extract
concentration. This study provides the first report
of the antifungal properties of meliponines pollen
aggregates. In particular, for Soconusco, Chiapas,
stingless bees are an alternative for pollination of
different economically important crops, besides
honey, pollen aggregates and propolis are medical
alternatives for treating diabetic ulcers, and are also

than chlorothalonil
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La propiedad antifungica de agregados de polen
colectadas por 4. mellifera se ha reportado hasta en
70% de inhibicion micelial en Aspergillus niger y
99.9% en A. fumigatus (Kacaniova et al., 2012). Si-
milares efectos se han reportado en Alternaria, Bo-
trytis y Fusarium (Cabrera y Montenegro, 2013).
Respecto a las propiedades antifingicas de agrega-
dos de polen asociados a abeja sin aguijon, se tienen
reportes con 1. angustula e inhibicion del 26% en
Candida albicans (Rojas, 2015). En el Soconusco,
estudios previos con mieles de meliponinos demos-
traron un efecto 40% mayor que el fungicida clora-
tolonil en C. gloesporioides (Albores-Flores et al.,
2018). En contraste, estos resultados con extractos
de agregados de polen colectados por las mismas
especies (M. beecheii, S. mexicana) mostraron un
efecto superior hasta del 50% en comparacién con
el fungicida en dosis comercial alta (56 mg mL™")
dependiendo de la concentracion del extracto. Este
trabajo constituye el primer reporte sobre propie-
dades antifungicas de agregados de polen de meli-
poninos. En particular, en el Soconusco, Chiapas,
las abejas sin aguijon son una alternativa para la
polinizacion de diversos cultivos de importancia
econdmica, ademas de que la miel, los agregados
de polen y propdleos son alternativas médicas para
el tratamiento de tulceras diabéticas, asi como en
manejo en pre y postcosecha fruticola (Espinoza-
Toledo et al., 2018; Albores-Flores et al., 2018,
Grajales-Conesa et al., 2018).

CONCLUSIONES

En las muestras de agregados de polen, los va-
lores observados de cada propiedad fisicoquimica
estudiada oscilaron como sigue: pH: 2.2 a 3.5, hu-
medad: 2 a 31%, cenizas: 0.9 a 5.9%, acidez libre:
117 a 133 meq kg, fenoles: 1.4 a 2.6 mg EAG g,
flavonoides: 0.9 a 3.1 mg EQ g, glucosa: 0.01 a
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used in fruit crops pre- and postharvest processes
(Espinoza-Toledo et al., 2018; Albores-Flores et
al., 2018, Grajales-Conesa et al., 2018).

CONCLUSIONS

In the pollen aggregates samples, the values
of each of the physicochemical properties that
were evaluated ranged as follows: pH: 2.2 to
3.5, humidity: 2 to 31 %, ashes: 0.9 a 5.9 %, free
acidity: 117 to 133 meq kg™, phenols: 1.4 to 2.6 mg
EAG g, flavonoids: 0.9 to 3.1 mg EQ g!, glucose:
0.01 to 0.3 mg L' and Trolox: 4.3 to 8.0 mg g''. The
highest values of pH, ashes, glucose and Trolox
corresponded to S. mexicana and T. angustula
species. The highest values of free acidity, phenols
and flavonoids corresponded to M. beecheii.

The bioactive compounds of the pollen
aggregates involved in the antifungal action were
free acidity, phenols, and flavonoids. The inhibition
values reached by M. beecheii were 38-66% higher
in C. gloeosporioides than those of chlorothalonil.

End of the English version

0.3 mg L' y Trolox: 4.3 a 8.0 mg g'. Los mayo-
res valores de pH, cenizas, glucosa y Trolox, co-
rrespondieron a las especies de S. mexicana 'y T.
angustula. Las que presentaron valores mayores de
acidez libre, fenoles y flavonoides fueron las de M.
beecheii.

Los compuestos bioactivos de los agregados de
polen involucrados en la accion antifungica fueron
acidez libre, fenoles y flavonoides. La especie M.
beecheii alcanz6 valores de 38 a 66 % mas inhibi-
cion de C. gloeosporioides comparado con el clo-
rotalonil.
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