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RESUMEN

El pan de polen es un material que las abejas fabrican en la colmena y esta
compuesta por altas cantidades de vitaminas, compuestos fendlicos y antioxidantes
naturales, considerados capaces de inhibir el crecimiento bacteriano. Con el objetivo
de conocer el efecto del pan de polen en la inhibicion del crecimiento de ocho
especies bacterianas de importancia fitopatoldgica y de salud publica en condiciones
in vitro, se realizaron bioensayos con la técnica de doble placa. Se colocaron gotas
de 20 pL por tratamiento de pan de polen y se midi6 el halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano, para lo cual se utilizd6 un Vernier. El disefio experimental fue
bifactorial y se empled para la extraccion de los flavonoines en partes por millén
(ppm) agua destilada y etanol al 70%. Las muestras de pan de polen fueron
obtenidas de apiarios de los municipios de Altamirano, Chiapa de Corzo, y Tonala,
Chiapas. Las pruebas de laboratorio se realizaron en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Campus Il de la Universidad Autonoma de Chiapas. Los
resultados obtenidos en el municipio de Altamirano con base a los flavonoides de
origen del pan de polen, fueron mas altos que de Chiapa de Corzo y Tonala, siendo
de 1000 ppm. Con respecto al tipo de extracto, con el agua destilada resulté tener
una mejor extraccion de los flavonoides y por tanto mostré una mayor inhibicion ante
las ocho bacterias en estudio. Se concluye que la mayor concentracion de
flavonoides obtenida del pan de polen fue a partir del agua destilada y se encontré
una mayor concentraciéon en el municipio de Altamirano a diferencia de Tonala y

Chiapa de Corzo.

Palabras clave: Alternativa antimicrobiana, resistencia de antibiéticos,

resistencia bacteriana multirresistentes.
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ABSTRACT

Pollen bread is a material that bees make in the hive and is made up of high amounts
of vitamins, phenolic compounds and natural antioxidants, considered capable of
inhibiting bacterial growth. In order to know the effect of pollen bread on the growth
inhibition of eight bacterial species of phytopathological and public health importance
under in vitro conditions, bioassays were carried out using the double-plate
technique. Drops of 20 pL were placed per treatment of pollen bread and the
inhibition halo of bacterial growth was measured, for which a Vernier was used. The
experimental design was bifactorial and was used for the extraction of flavonoids in
parts per million (ppm) distilled water and 70% ethanol. The pollen bread samples
were obtained from apiaries in the municipalities of Altamirano, Chiapa de Corzo, and
Tonala, Chiapas. Laboratory tests were performed at the Faculty of Veterinary
Medicine and Zootechnics, Campus Il of the Autonomous University of Chiapas. The
results obtained in the municipality of Altamirano based on the flavonoids of pollen
bread origin were higher than those of Chiapa de Corzo and Tonala, being 1000 ppm.
Regarding the type of extract, with distilled water it turned out to have a better
extraction of flavonoids and therefore showed greater inhibition against the eight
bacteria under study. It is concluded that the highest concentration of flavonoids
obtained from pollen bread was from distilled water and a higher concentration was
found in the municipality of Altamirano, unlike Tonala and Chiapa de Corzo.

Keywords: Antimicrobial alternative, antibiotic resistance, multiresistant

bacterial resistance.
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I. INTRODUCCION

Las abejas recolectan de las flores, néctar y polen, para satisfacer sus demandas
nutricionales (Anifiir — Saez, 2017). México posee una gran variedad de climas, como
diversos tipos de vegetacion, lo que influye en la composicion floristica que posee

recursos nectapoliniferos (Martinez-Pérez et al., 2017).

La miel, cera, jalea real y pan de polen, son producidos por las abejas, por lo que, el
pan de polen, es una mezcla de polen floristico y miel almacenado en celdillas
parcialmente fermentado con enzimas digestivas, que junto a bacterias acido
lacticas, levaduras, humedad y temperatura, permiten que se genere una adecuada
preservacion de la misma (Bardales-Sobenis y Mendoza-Navarrete, 2019).

El pan de polen contiene proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas, y
enzimas, es alto en fenoles, vitamina E, vitaminas del complejo B, asi como
carotenoides, de las cuales resalta la provitamina A. Ademds, posee notables
cualidades antioxidantes (Chmielewski, 2006). De los nutrientes, la proteina es
fundamental, puesto que provee de aminoacidos esenciales, a las abejas para un
optimo desarrollo y crecimiento (Stanciu et al., 2007). Gracias a sus beneficios
nutricionales y farmacoldgicos, el pan de polen puede ayudar al ser humano en la
terapéutica, como inhibidor del crecimiento bacteriano, antifangico, antiinflamatorio y

analgésico (Mungsan, 2018).

Las bacterias fitopatdgenas son microorganismos que causan enfermedades en las
plantas, porgue ocasionan pérdidas en las cosechas, agotando la calidad del
producto, provocando que escaseen los alimentos para el consumo animal y humano
(Dominguez, 2017). Entonces, la evaluacion in vitro antibacteriana empleada como
agente antibacteriano al pan de polen se podria conocer el efecto de este potencial

antimicrobiano.

18



Justificacién

Desde el descubrimiento del antibidtico en 1928, por Alexander Fleming, se inicié
una nueva revolucion por fabricar nuevos farmacos hacia la salud publica. En los
altimos afos el uso indiscriminado de estos han generado resistencia bacteriana, por
lo que cada vez, son mas los cientificos, médicos o farmacéuticos involucrados en
desarrollar mejores antibioticos o alternativas para combatir a miles de patdégenos.
(Quifiones-Pérez, 2017). Algo similar esta ocurriendo con las bacterias fitopatdgenas
(bacterias que atacan a las plantas), la primera desventaja es que son seres Vivos
gue no se observan a simple vista, pero si manifiestan sintomas muy notorios que
pueden llegar a alterar los frutos de los cultivos, principalmente cuando se tienen en
los invernaderos, otra de las razones, es por el uso indiscriminado de los
agroquimicos o pesticidas, que estan generando resistencia a la eliminacion de estas
bacterias, ademas de otras alteraciones en las plantas, por lo que, para las
fitopatdgenas se estan buscando también alternativas eficientes que puedan

ayudarlas sin generar erosiones o infertilidades del suelo.

El pan de polen al contar con una diversa formacion de nutrientes, entre estas, los
flavonoides, logra un efecto de inhibicion a diversas bacterias, hongos y virus
(Mungsan, 2018). Por lo que, el presente trabajo pretende incursionar una alternativa
antimicrobiana a través del pan de polen, porgue, existen muchos microorganismos
gue son de alto riesgo para la salud publica, es decir, la Salmonella causa
enfermedades gastroentericas; la cepas de Escherichia coli de las que destaca la
enterohemorragica productora de la toxina Shiga, es muy destructiva para la salud
humana y de los animales de granja. El Staphylococcus aureus, es un
microorganismo altamente resistente a diversas partes de los seres vivos y en
objetos inanimados, como son maquinaria, residuos, etc. Para el caso de las
bacterias fitopatégenas, como son Pseudomonas, Xanthomonas vesicatoria, Erwinia
amylovora asi como, Dickeya dadantii, son altamente patdogenas y de gran

preocupacion para multiples cultivos de diversos invernaderos en el pais.

19



Objetivo General

Conocer el efecto del pan de polen como antimicrobiano en la inhibicion de ocho

especies bacterianas de importancia fitopatoldgica y de salud publica en condiciones

in vitro.

Objetivo Especifico

1)

2)

Determinar la concentracion de flavonoides del pan de polen en partes por
millon (ppm) en apiarios de tres localidades diferentes en el estado de

Chiapas.

Examinar el efecto inhibitorio bacteriano de Escherichia coli (25922),
Salmonella thyphimurium (14028), Staphylococcus aureus (25923),
Pseudomonas aureoginosa (BV157), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(1448A), Xanthomonas vesicatoria (BV801), Erwinia amylovora (Rita), Dickeya

dadantii (3937) con extractos de pan de polen en condiciones in vitro.
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II. REVISION DE LITERATURA
2.1. Productos de la colmena
2.1.1. Miel

La miel es producida por las abejas a partir del néctar de las flores y secreciones
salivares con contenido enzimético, mismo que es almacenado en los panales de la
colmena, para usos posteriores (Veldzquez y Sarmiento, 2011). Estd compuesta de
carbohidratos (fructosa y glucosa), proteinas, antioxidantes, oligosacaridos (panosa),
enzimas (amilasa, oxidasas, catalasa, fosforilasa acida), vitamina A, vitaminas del
complejo B, vitamina C, vitamina D y minerales como hierro y zinc (Gomez —
Guerrero, 2014).

Los usos de la miel por los humanos ha sido para alimentarse y como un producto
alternativo para mantener su salud. Se ha usado en la cicatrizacion o quemaduras
leves, asi como en la industria de los cosméticos, por poseer astringentes y

suavizantes (Mufioz et al., 2014).
2.1.2. Cera

Es una sustancia grasosa que producen las abejas en sus glandulas ceriferas
localizadas en el abdomen, donde es mezclado con miel y propdleos, su formacion
es de 12 a 18 dias (Asis, 2007).

Para que la abeja pueda producir cera, necesita consumir mucha miel. Los
apicultores deben ayudar a las obreras con laminas de cera hechas industrialmente,
porque asi, ellos podrian retirar la miel de alta calidad, y las abejas solo generarian
poca cera para construir o resanar las paredes del prisma hexagonal que forma la
celdilla (Rhodes y Somerville, 2003).

Una vez que la cera sale de las glandulas abdominales, las abejas deben capturarla
con su tercer par de patas y llevarsela a la boca, para que ahi pueda ser moldeada

con un disolvente en sus mandibulas, prosiguiendo con el pegado entre todo el
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enjambre, para construir las paredes de las celdillas, que formaran los panales
(Thorp, 2000).

La cera puede ser obtenida de dos formas: derritiendo los panales viejos y
aglomerando la cera del opérculo. Para limpiar y conservar, la cera se debe disolver

y colar (Ocafia y Ocairia, 2008).
2.1.3. Jaleareal

Es una sustancia glutinosa de color amarillo, con sabor entre dulce acidificado, rica
en vitamina B, que se libera por las glandulas hipofaringeas, ubicadas en la cabeza
de las obreras de edad entre cinco y diez dias, donde a la vez se combinan con
secreciones estomacales, este producto es empleado como alimento para todas las
larvas durante los primeros tres dias de vida, pero solo la abeja reina o0 nuevas reinas

son alimentadas toda su vida con jalea real (Medizabal, 2005).

Las obreras producen de 250 a 300 g de jalea real, para satisfacer las demandas de

consumo de la reina (Llorente, 2009).

La jalea real esta compuesta de polen como proteina, de miel como carbohidratos,
vitaminas del complejo B, vitamina E, &cido félico y agua, en donde al ser
consumidas por las obreras se transforman en jalea real. (Aguilar-Hernandez, 2014).

La jalea real también posee minerales como Hierro (Fe), Calcio (Ca), Sodio (Na),
Magnesio (Mg), Cobre (Cu), Potasio (K) y Zinc (Zn), asi como, gammaglobulinas,

albuminas, y aminoacidos (Ballesteros y Vasquez, 2007).
2.1.4. Propdéleo

Es fabricado por las obreras y es obtenido de plantas coniferas, usan este material
para construir sus colmenas, lo que dificulta encontrarlo puro (Martinez et al. 2006).
En tanto que su coloracion varia de rojo a verde, algunos son desmenuzables, duros
y elasticos (Pefa, 2008). De una colmena se puede colectar 300 g al afio (Ocafa y
Ocafia, 2008).
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2.1.5. Pan de polen

Es la acumulacion de polen en las celdillas de las caAmaras de crias cuya temperatura
oscila entre 35-36 °C, con unas cubiertas de miel, en donde al mezclarse, terminan
sellandose con enzimas salivales digestivas, al transcurrir dos semanas y una serie
de transformaciones, se logra la conservacion, para convertirse en pan de polen
(Araneda et al., 2014).

Para convertir polen a pan de polen, se da por una fermentacion acido lactica (de 3.0
a 3.2 %), donde intervienen bacterias y levaduras benéficas, acompafiadas por
algunas enzimas como protedlisis y lipdlisis (Anifir—Séez, 2017). La ventaja de
poseer altos niveles de &cido lactico en la fermentacién es que puede ser consumida

por las abejas o el ser humano durante 17 afos. (Araneda et al., 2014).

El pan de polen es la principal fuente de proteina para las abejas, puesto que
contienen muchos fenoles, mas de 500 moléculas con diferentes posesiones,
convirtiéndolo en un alimento sano y nutritivo, debido a las diferentes funciones y
contenido de flavonoides presentes en este, algunos de sus compuestos fendlicos

tienen propiedades antioxidantes. (Bardales-Sobenis y Mendoza-Navarrete, 2019).
2.1.5.1. Usos en la salud publica

El comité nacional de salud de Alemania, ha reconocido oficialmente que el pan de
polen, puede ser considerado un medicamento natural de consumo diario, porque
esta sustancia esta rica en vitaminas, minerales, proteinas, lipidos, enzimas,
antioxidantes carotenoides y flavonoides, convirtiéndolo en un excelente agente

antimicrobiano, antifingico, antiviral (Kacéaniova et al., 2012).

El pan de polen puede fortalecer el sistema inmunoldgico, asi como los capilares
circulatorios, muy bueno para la reduccién de la inflamacion, bajar el colesterol,
ayudar en problemas de tiroides, fatiga, resistencia fisica, incrementa la vitamina C y
el magnesio (Mg), detiene el envejecimiento, genera mejor contenido de

hemoglobina en la sangre, también mejora los contenidos hidrolizados enzimaticos,
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al contener esto, ayudan a la salud humana en el cancer, enfermedades del corazon,

diabetes, presion arterial alta o problemas de prostata (Tapia-Segura, 2014).

Para que el pan de polen logre completar la fermentacion, necesita tener hongos
fabricantes de azucar, levaduras y lactobacterias. La fermentacion acido lactica pasa
por cuatro fases, durando 12 h. El resultado es un alimento muy nutritivo, con

propiedades bactericidas (Aguilar-Herndndez, 2014).

El contenido de &cido lactico en el pan de polen, hace que microorganismos,
excluyendo a los bacilos, no se desarrollen, generando una buena conservacion, en
cambio el contenido de los azucares en el pan de polen esta catalogado por fructosa
en un 12.5 a 20.0%, glucosa en un 18.5 a 29.0%, galactosa 3.4%, sacarosa Yy

maltosa satisfacen un 3.0 a 7.8% (Llorente, 2018).

La actividad antioxidativa del pan de polen, tiene alta capacidad para eliminar el
estrés oxidativo, lo que lo hace ideal para mantener y conservar la salud, es mas
potente en la reduccion de la inflamacion crénica, que el naproxeno o la

indometacina (Martinez-Pérez et al., 2017).

El pan de polen tiene actividad antimicrobiana contra muchas cepas de bacterias
entre estas el Staphylococcus aureus y Candida glabrata. También tiene efectos
sobre los mastocitos, que son células encargadas en la activacion de las reacciones
alérgicas y se ha comprobado que es capaz de combatir este problema de salud

(Dominguez-Trejo, 2021).

El pan de polen ayuda a reducir el estrés, ya sea provocado de forma indirecta o
directa, también tiene beneficios importantes hacia padecimientos por insomnio,
problemas digestivos, diabetes, tiroides, problemas del corazén, consumirlo ayuda a
mejorar el sistema inmunoldgico y el sistema nervioso. (Velazquez y Sarmiento,
2011).
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2.1.5.2. Usos en animales

Un estudio en conejas revel6 el incremento de la vida Util de estos animales, uno de
los experimentos realizados fue observar el efecto de suplementar su alimento con
polen diario, al transcurrir un afo, obtuvieron como resultado, que esas conejas eran
mas saludables, tenian una mayor tasa de fertilidad y un pelaje mas hermoso de lo
normal, el nivel sanguineo con un perfil bioguimico mejord significativamente

(Kacaniova et al., 2012).

Extractos de pan de polen se han implementado como suplemento en dietas para
pollos, donde valoraron la microbiota del tracto gastrointestinal in vivo. Hicieron
varias concentraciones de los extractos con etanol al 70%, que fueron aplicadas a las
dietas de las aves (5, 15, 25, 35y 45 g de pan de polen / kg de alimento y su testigo).
Lo emplearon por siete semanas. Los investigadores concluyeron que el pan de
polen puede ser usado como un potencial aditivo alimenticio con actividad prebidtica

en dietas para aves de produccion (Ka¢aniova et al., 2013).
2.1.6. Polen

Los granos de polen se crean en el interior de los androceos como células
masculinas, cuando estan listos, son soltados hacia la parte femenina, concibiendo la
fecundacion de la ovocélula o llamado también polinizacién. Algunas son plantas

autdbgamas, otras son alégamas (Belmonte y Roure, 2002).
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2.2. Bacterias de salud publica
2.2.1. Escherichia coli
2.2.1.1. Definicién

La bacteria Escherichia coli suele poseer algunas cepas inofensivas en el intestino
de los animales. No obstante, otras pueden generar graves enfermedades de
transmision alimentaria. El contagio de E. coli suele ocurrir por consumo de agua o
alimentos infectados, como carnes poco cocidas, asi como leche cruda (Salazar,
2002).

2.2.1.2. Etiologia

Por décadas E. coli ha sido considerada la causa principal de las diarreas en los
recién nacidos de distintas especies (Roldan, 2014). Las seis cepas de E. coli mas

estudiadas e importantes a nivel mundial segiin Rodriguez - Angeles, (2002) son:

. coli O157:H7

. coli enterotoxigénica
. coli enteropatogénica
. coli enteroinvasiva

. coli enterohemorragica

m m m m m m

. coli enteroadherente o enteroagregativa

2.2.1.3. Clasificacién taxonomica
Reino: Bacteria
Filo: Proteo bacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Geénero: Escherichia

Especie: E. coli

(Escherich, 1885).
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2.2.1.4. Morfologia

La distincion de E. coli est4 basada en sus propiedades fermentativas, ser un bacilo
de 0.5 a 3.0 um, Gram negativa, aerdbico, termoestable, sin esporulacion, tiene
flagelos para su movilidad, produce vitamina B y K, presenta catalasa positiva y
actividad oxidasa negativa, reducen nitratos a nitritos y su especificidad esta basada
por terminaciones de cadenas lipopolisacaridas (Jensen, 2015).

2.2.1.5. Epizootiologia

La colibacilosis, ésta generando problemas financieros hacia los corderos de

diversos paises (Iriarte, 2018).

El ganado bovino y ovino, pueden hospedar a una de las cepas mas peligrosas, la
ECEH O157:H7, es decir, una pequefia porcion de heces contaminadas, puede

liberar mas del 95 % de ese microorganismo (Martinez, 2014).

2.2.1.6. Transmisioén

La bacteria tiene transmision directa en la ganaderia, es decir, que se infecten por el
acumulo de heces, mala limpieza de bebederos, etc. Aunque también los animales
pueden ser contagiados por las aves 0 moscas, a raiz de que estos dos, son
vectores de alto riesgo en una granja (Hernandez, 2016).

2.2.1.7. Patogénesis

La infecciébn ocurre de forma sistémica y entérica, también conocida como
enteropatogénica. Cualquier microorganismo, coloniza e infecta, para continuar con
la liberacion de sus terciarios en nuevos hospederos, por ejemplo la cepa ETEC,
producen toxinas termolabil (LT) y termoestable (ST), su adherencia a los enterocitos
de debe a las fimbrias, codificadas en plasmidos, conocido como factores de

colonizacion (Shulnian, 2013).

Para la cepa de ETEC se han definido mas de 30 factores de colonizacién, siendo

sus fimbrias las que le conceden su especificidad de especie (Ernest, 2014).
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2.2.1.8. Diagnéstico

Los examenes de laboratorio tienden a mostrar signos de anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. Para identificar esta bacteria se hace a
través de una prueba de heces fecales coliforme, esto ocurre a las 48 h a 35°C. Su
resultado se mostrara como Indol (+), Rojo Metilo (+) Voges Proskauer (-), asi como,
Citrato (-). También se puede realizar la prueba de Ureasa, el resultado debe ser (-)
de color amarillo (Salazar, 2002).

2.2.1.9. Tratamiento

Las diarreas producidas por E. coli enteropatogénica pueden ser tratadas con
antibioticos como la enrofloxacina, estreptomicina, tetraciclina, neomicina y
cloranfenicol de forma oral, subcutaneo, o intramuscular respectivamente, en algunos
casos puede ser necesario adicionar protector gastrico o bicarbonato, para corregir la
acidosis severa (Utrilla, 2012).

Cuando se trata de colibacilosis tipo septicémico, lo ideal es obtener una

concentracion del antibiético a nivel sanguineo (Mandell, 2010).

Cuando se habla de colibacilosis entérica, se debe administrar los antibiéticos de
manera oral, cada 12 horas por cuatro dias (Salazar, 2002).

2.2.2. Salmonella
2.2.2.1. Definicién

La Salmonella es una bacteria ubicua, que manifiesta una infeccion gastrointestinal
conocida como salmonelosis, genera grandes contagios a través de los alimentos,

animales y personas en muchos paises (Saude, 2013).
2.2.2.2. Etiologia

Existen mas de 2.500 serotipos de Salmonella sp, que muestran una gran adaptacion
para el ser humano y los animales. Las cepas mas comunes son S. enteritis y S.

typhimurium. La cepa S. enteritis se puede encontrar en los huevos o carne de pollo
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contaminados, mientras que, S. typhimurium infectan a los bovinos y porcinos,

aunqgue no se descartan a las aves, ovinos y caprinos (Cuevas, 2008).

2.2.2.3. Clasificacion taxondmica

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella
(Lignieres, 1900).

2.2.2.4. Morfologia

Salmonella sp son bacilos Gram negativos, tienen flagelos peritricos (excepto S.
gallinarum), son anaerobios, no tienen capsula, no son esporulados, fermentan
glucosa con gas (excepto S. typhi), no fermentan lactosa, pero si S. choleraesuis
arizonae y S. choleraesuis diarizonae, crecen a temperaturas de 8 a 45°C, con
valores de pH de 4 a 8, no originan indol, no degradan la urea, pero si descarboxilan

a la lisina y ornitina (Aguilar-Flores, 2003).
2.2.2.5. Epizootiologia

La Salmonella invade el sistema inmunolégico intracelular de las células M, ubicadas
en las placas de Peyer, region terminal del intestino delgado. En caso de entrar por
via erdgena, se origina una invasién en las amigdalas y los pulmones, sin ser
destruidas, pasa a la sangre, lo que genera una infeccién sistémica, situdndose en
higado, bazo y médula 6sea, entra otros 6rganos, para replicarse en los macréfagos,
en donde puede resistir mucho tiempo dentro de las vacuolas fagocitadas, al iniciar la
liberacion de esta bacteria, el proceso se da a través de las heces, lo que conlleva a
una grave problemética cuando sale al ambiente, porque este patdbgeno posee

resistencia fuera del organismo contaminado (Gaskin, 2017).
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El contagio por Salmonella sp, ocurre por una ingesta suficiente de la bacteria de 10°
a 10° alterando las defensas del hospedero, este patdgeno tiene resistencia al pH
del estdbmago, a las sales biliares y al peristaltismo, habita el intestino delgado e
invade los ganglios linfaticos mesentéricos, induciendo un contagio situado (Frias,
2018).

2.2.2.6. Sintomas

La diarrea es sanguinolenta en diferentes volumenes e intensidades, regularmente
posee leucocitos, hay temperaturas altas, emesis y retorcijones estomacales. Se
manifiestan de 6 a 72 h, posteriormente de haber ingerido algun alimento
contaminado con la bacteria. La enfermedad dura de 5 a 7 dias, después de que los
sintomas cesan, la persona infectada puede excretar la bacteria por un periodo de

tres meses a un afio (Quifiones-Pérez, 2017).
2.2.2.7. Transmision

Los reservorios primordiales de esta enfermedad son las aves de traspatio, bovinos y
cerdos; por lo que, sus productos como carne, leche no pasteurizada o huevo,
pueden llegar a contaminarse, otros alimentos involucrados son el chocolate,

semillas de soya o alfalfa (Alvarez, 2015).

La Salmonella sp, no esta de forma natural en la flora intestinal de las aves como se
cree, sino que, ellas lo adquieren del ambiente en que viven por el hecho de comer
insectos, convivir con roedores, tener interaccion con aves silvestres, consumir
alimentos balanceados, criarse de forma intensiva e inclusive por antropozoonosis
(Méatta, 2016).

Cuando las salmonelas habitan el tracto entérico de las aves, contaminan la cascara
de los huevos durante su salida a través de la cloaca, previo a ello, suelen
adentrarse hacia la albumina o clara, por medio de los poros donde permanecen
latentes. Esto puede proceder debido a la succién térmica que existe entre el huevo
recién puesto y el ambiente, a medida que el huevo envejece, el hierro contenido en

la yema se difunde a la albumina, al par la clara de huevo reduce su contenido de
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lisozima, cediendo la propagacion de las salmonelas que estaban latentes dentro del
huevo (Eley, 2015).

2.2.2.8. Diagnéstico

Se puede diagnosticar la Salmonella sp, de la siguiente forma, segun Puerta, (2010):

a) Diagnostico clinico: por alteraciones celulares o tejidos, solo permite
dudar de la enfermedad, pero en otras circunstancias, la probabilidad de

diagndéstico es mayor si hay alteraciones en los érganos.

b) Diagndstico de laboratorio: Las sospechas se fortalecen mediante la
exposicion bacteriolégica de la Salmonella sp, en muestras de heces o

sangre

c) Aislamiento e identificacibn del agente causal: de los dérganos

parenquimatosos, sin presencia de los antigenos O y H por PCR.

d) Diagnostico seroldgico: conglomerado en aves, mediante la prueba de
ELISA.

2.2.2.9. Tratamiento

Para preparar un tratamiento antimicrobiano exitoso, es importante asumir el estado
intracelular de la bacteria, por lo cual, la primera fase debe ser ampicilina o
cloranfenicol. Para el caso de portadores cronicos, se suministra la ampicilina,
amoxicilina o ciprofloxacina, se han estado haciendo estudios nuevos de
antimicrobianos, en los que sobresalen las quinolonas y cefalosporinas de tercera

generacion (Puerta, 2010).
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2.2.3. Staphylococcus aureus
2.2.3.1. Definicion

Staphylococcus aureus es un estafilococo dorado, anaerdbico, de carga Gram
positivo, es fabricante de la coagulasa y catalasa. Este microorganismo puede
causar tres sindromes clinicos: intoxicacion alimentaria, sindrome de la piel
escaldada y sindrome del shock toxico, regularmente a pacientes con

inmunosupresion (Ochoa et al., 2012).
2.2.3.2. Etiologia

El género Staphylococcus agrupa 42 especies, de las que, solo la mitad se localizan
en las personas, aunque la S. aureus, es la cepa mas importante de todas (Creench,
2006).

2.2.3.3. Clasificacion taxondmica

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
(Rosenbach,1884).

2.2.3.4. Morfologia

El S. aureus son cocos anaerdbicos, Gram positivo, que miden de 0.5 a 1.5 ym,
apilados en células impares, pares, tétradas, cadenas cortas o integrando racimos de
uvas, no tienen movilidad, no son esporulados, no tienen capsula, pero puede haber
cepas que si formen una capsula de limo (Velazquez, 2016). Se representa por tener
colonias lisas, brillantes y convexas, en colores amarillo-naranja, blanco porcelana y
dorado, puede fermentar glucosa, lactosa y maltosa. El crecimiento bacteriano se da
de 6.5 a 50 °C, con un optimo de 30 a 40 °C (Gomez-Gutiérrez, 2006)
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2.2.3.5. Epizootiologia

El Staphylococcus aureus es peligroso para las personas, porque a raiz de su
virulencia presenta resistencia a los antibiéticos, ademés, es la Unica que puede
producir coagulasas en la sangre, a diferencia de otras cepas que son escasas en
malignidad. S. aureus ataca los ganglios linfaticos o la sangre, causando infecciones

en la piel, endocarditis, artritis, neumonia y abscesos profundos (Naimi et al., 2013).

S. aureus es el causante del 80% de los padecimientos que induce a los procesos
supurativos en la piel en animales o personas, aunque resulta que del 20 al 50% de
la poblacion global, son portadores del S. aureus en fosas nasales y solo el 30% lo

son de forma permanente en la piel y tracto gastrointestinal (Tortora, 2007).

El sindrome de la piel escaldada, perturba a los infantes. Empieza con un eritema
perioral, seguido de un rash sensible al contacto, equivalente a un eritema solar, que
se esparce por todo el organismo, durante dos o tres dias (Cervantes-Garcia et al.,
2014).

2.2.3.6. Diagnéstico

Se puede hacer por biologia molecular, para el caso de infecciones con cultivos
negativos, lo que se vuelve ideal en casos, donde ya se ha iniciado el tratamiento,

antes de ser obtenidas las muestras del paciente (Cortés, 2012).

En los medios de cultivo el S. aureus se desarrolla adecuadamente en el agar sal de
manitol, agar sangre suplementado con colistina, &cido nalidixico y feniletanol, agar
chocolate, agar infusion cerebro corazén (BHI) y medios liquidos para hemocultivo

donde se recupera facilmente (Chavez, 2015).

El agar sal de manitol muestra al S. aureus con pigmentos amarillos, porque
fermenta manitol, esto genera un cambio de color, que va de rojo palido al amarillo.
Los Staphylococcus coagulasa negativos no fermentan el manitol, por lo que, su

color sera de blanco a rosado (Olaechea et al., 2010).
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2.2.3.7. Tratamiento

Los antibiéticos suelen ser vancomicina, linezolid, tedizolid, quinupristina con
dalfopristina, ceftarolina, telavancina o daptomicina. Si los resultados de las pruebas
posteriores, revelan que la cepa es sensible a la meticilina, se emplea la nafcilina u

oxacilina (Naimi et al., 2013).

2.3. Bacterias fitopatdégenas.
2.3.1. Xanthomonas vesicatoria

2.3.1.1. Definicién

Bacteriana que ataca las hojas, tallos y frutos, revelando manchas chicas algo
anormales, de aspecto acuoso. Afecta a Solanum lycopersicum, Solanum

tuberosum y Capsicum annuum (Martinez, 2016).

2.3.1.2. Clasificacion taxon6mica

Reino: Bacteria

Division: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales

Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas

Especie: Xanthomonas vesicatoria
(Vauterin et al., (1995).

2.3.1.3. Morfologia

Bacteria aerdbica, Gram negativa, su forma es de bacilo, sin esporulas, su movilidad
se basa por un flagelo polar, ocasiona pigmentos amarillos y polisacaridos

extracelulares (Lopez, 2017).

2.3.1.4. Sintomas

Presenta manchas necréticas en haz y envés de las hojas, necrosis secundarias,

defoliacion, granillos pardos, que al extenderse hacen un tejido amarillento, siempre
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y cuando la humedad sea elevada, con 2 o 3 dias de infeccion (Santiago, 2016). Por
otro lado, en el contorno de los frutos verdes, se aprecian diminutos granillos
levantados, comenzando por un aspecto humedo, de color mas nitido que el resto,
después se ennegrecen, suberifican y quiebran desfigurando al fruto, lo que genera
gue se estropee para el consumo, porque sus lesiones llegan hasta las semillas. Los
tallos con vejiguillas, son de color pardo, y consistencia aspera (Wolf, 2016).

2.3.1.5. Trasmisién

La X. vesicatoria tiene una transmision horizontal y vertical. Por ejemplo, en los
cultivos de Capsicum annuum (Chile), suelen ser atacados de forma rapida los
estomas, entre plantas de la misma zona o vecinas, por medio del agua de riego,
llegando a las semillas, donde puede subsistir hasta 10 afios. El contagio se da a
temperaturas de 20 y 35 °C, teniendo una 6ptima de 26 °C, con una humedad
relativa de 85% durante algunas horas (Zafiiga, 2015).

2.3.1.6. Medidas de control
Luna, (2015) establece lo siguiente:

1. Uso de semillas autenticadas en suelos sin la bacteria fitopatégena, altos,
con buen drenaje.
Impedir exuberancia de humedad y embalse entre los canteros.
Iniciar con la cuarentena cuando surja la patologia en los invernaderos.

4. Incinerar las plantulas enfermas y las que estén en un radio de 0.5 m a la
redonda.

5. Observar las nuevas plantaciones resembradas.

6. Excluir las plantas que revelen los sintomas a su trasplanté y sobras de
cosecha.

7. Rotacion de cultivos, 3 afios como minimo.

2.3.1.7. Tratamiento

Aplicacion de oxicloruro de cobre como prevencion o para curar, este quimico se

debe usar sabiamente, porque empieza a conocerse que, en muchas cepas, esta
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bacteria esta teniendo resistencia al cobre (Castro, 2013).
2.3.2. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
2.3.2.1. Etiologia

Bacteria aerdbica, Gram negativa, con movilidad en forma de bacilo, provoca
pigmentos difusibles en cultivos de menor cantidad de hierro, es decir, que son
luminosos bajo la luz ultravioleta, de tonos verde azulado (Beaver, 2017).

2.3.2.2. Clasificacion taxon6mica

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: P. syringae

(Van Hall, 1904).

2.2.2.3. Sintomas

Los indicios distintivos en las hojas y vainas recaen con lesiones hidropicas de
exterior pringoso, sesgado y humedos, surge en un lapso de 3 a 5 dias, a una
temperatura entre los 16 a 22 °C, es de esperarse halos amplios, generados por las

faseolotoxinas de tono verde a amarillentos (Lellitto, 2016).
2.3.2.4. Patogenia

La bacteria ataca mas al frijol (Phaseolus vulgaris) y algunas leguminosas, a partir de
semillas infestadas, lo que provoca, un problema econémico. Puede incluso,
aparecer de improviso, sin manifestar signos, en hospederos susceptibles o
resistentes, hasta se le ha visto en casos de plantas que no son sus reservorios
(Ochoa, 2013).
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La dispersion es alta hasta 26 m a la redonda, ya sea por viento, rocios de lluvia,
riego, empalme entre plantas, actividad humana u otras razones. Se introduce a la

planta por lesiones de alta humedad relativa (Beaver, 2017).

En la semilla, el microorganismo se alberga en el tejido parenquimatoso de la
cobertura del embrién, donde puede mantener alrededor de 4x107 bacterias en su
interior, su viabilidad es definida, no supera los seis afios en condiciones in vitro, no
obstante, el conjunto de semillas contagiadas, dan lugar a plantas sanas (Campos,
2015).

2.3.2.5. Diagnéstico

Se usan pruebas seroldgicas, amplificacion de ADN por PCR y ensayos de ELISA
(Smith, 2015).

2.3.2.6. Control

Control de malas hierbas, utilizacion de semillas certificadas a zonas desérticas, con
aseo para disminuir los contagios entre plantas, mezclas de diversos tratamientos y

procedimientos, logran un control (Ochoa, 2013).
2.3.3. Erwinia amylovora
2.3.3.1. Etiologia
Es la bacteria que produce la enfermedad denominada fuego bacteriano, altera a la
subfamilia Spiraeoideae, fue la primera en ser representada como agente causal de

una enfermedad en plantas. Es originaria de América del Norte, pero fue descubierta
en 1920 en Nueva Zelanda (Tord, 2015).

El fuego bacteriano es uno de los patdgenos mas peligrosos, en cultivos como Pyrus

communis y Malus domestica en diferentes paises (Bovey, 2016).
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2.3.3.2. Clasificacion taxonOmica
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Erwiniaceae
Género: Erwinia
Especie: E. amylovora
(Burrill, 1882).

2.3.3.3. Ciclo de vida

La planta suele contagiarse en floracion, por transmision horizontal, lo que da inicio a
la plaga en los tejidos del hospedero, diseminandose por la base del tallo,
provocando defuncion de las células a su paso, algo curioso es que la bacteria
permanece latente en la orilla de las Ulceras que se establecen al final del periodo

vegetativo, entre otofio e invierno (Alvarez, 2015).

2.3.3.4. Sintomas

Ocurren desintegraciones en flores, frutos, hojas y tallos, ademas de generar
secrecion en todas partes de la planta. Se puede apreciar en tonos marrdn-rojizo y
negro. Las hojas persisten secas en los retofios. Se sitlan en la parte media o baja

de los arboles, que va desde la periferia, hacia el interior de la copa (Garcia, 2014).
2.3.3.5. Medidas de prevencion

Asepsia de las herramientas de poda al finalizar cada hilera en la temporada de
invierno (Moragrega, 2015). Comprar semillas certificadas con sus datos
fitosanitarios de invernaderos, libres de la enfermedad evadir la fertilizacion
nitrogenada en exceso, asi como, disminuir los sistemas de riego, para bajar la

humedad relativa en las parcelas (Montesinos, 2016).

38



2.3.4. Pseudomonas aeruginosa

2.3.4.1. Etiologia

Pseudomonas se define como ““falsa unidad™”, del griego “"pseudo”, que se refiere a

rr o rs

“falso”’, y “monas’” ““unidad simple”". En cambio, la palabra ~“aeruginosa’ tiene el
concepto de “el color del cobre oxidado™’, por su tono caracteristico azul verdoso de

las colonias en los cultivos de esta bacteria (Ochoa et al., 2013).
2.3.4.2. Clasificacion taxonémica

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: P. aeruginosa
(Schroeter, 1872).

2.3.4.3. Morfologia

Bacteria aerdbica oportunista en plantas y humanos, Gram negativa, con movimiento
unipolar, segrega tonos azul verdoso, amarillo verdoso fluorescente y rojo pardo,
prospera a 42 °C, estd adaptada para alimentarse de hidrocarburos, creando una

substancia prieta, que se confunde con una alga (Botero, 2016).
2.3.4.4. Transmision

Vias en humanos: Parenteral, Mucosas, Respiratoria, y Digestiva (Vaqué, 2016).
2.3.4.5. Tratamiento

Los farmacos pueden ser: aminoglicosidos, quinolonas o cefalosporinas (Lujan -
Roca, 2014).
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2.3.5. Dickeya dadantii
2.3.5.1. Importancia

Esta bacteria provoca la enfermedad de muchas especies de plantas, es conocida
como la pudricion blanda. Es un patdégeno, que a pesar de generar dafios negativos
a estos organismos, por otro lado, se estda empleando de forma positiva como
tratamientos, por ejemplo, sus enzimas asparaginasa con otros quimioterapéuticos,
se emplean en la leucemia linfobldstica aguda (LLA) y el linfoma no Hodgkin (Kurz,
2014).

2.3.5.2. Clasificacion taxon6mica

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacterias

Clase: Proteobacterias gamma
Orden: Enterobacterales
Familia: Pectobacteriaceae
Género: Dickeya

Especies: D. dadantii

(Samson et al., 2005).

2.3.5.3. Morfologia

Es un bacilo anaerébico, Gram negativo de 0.8 a 3.2 ym, con muchos flagelos para
su movilidad, con habilidad para transformar los azlcares a acido lactico, contienen

nitrato reductasa, pero no poseen oxidasas (Darby, 2015).
2.3.5.4. Sintomas

Marchitamiento, pérdida de turgencia en los tejidos o atrofia, lesiones empapadas de
agua en el sitio de la infeccion, infiltracidn de los tejidos del hospedero, debido a las
pectinasas, que son las responsables del ensamblaje de polisacaridos de la pared
celular vegetal, una vez degrada, la estructura colapsa y esta maceracion genera un

aspecto caracteristico a podrido (Huang, 2015).
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2.3.5.5. Patogenia

Se ha revelado que las defensas del vegetal, no solo combaten contra la bacteria,

también estimulan una respuesta en ella, que la hace mas virulenta (Kurz, 2014).
2.4. Zonas floristicas del estado de Chiapas

El estado chiapaneco cuenta con 106 areas protegidas de las cuales 18 son de
caracter federal, 25 estatal y 63 municipales, esto es importante de mencionar,
porque, posee una gran diversidad de zonas tropicales como selvas humedas, de
montafia, terrenos planos, lomerios, bosques de coniferas o pino-encinos y

pastizales (Huerta, 2012).

2.4.1. Region calida zonas protegidas

2.4.1.1. Predio los Ocotones

Este predio de selva se localiza en el municipio de Cintalapa de Figueroa, Chiapas,

aqui, Alvarez-Icaza, (2013) realizé los siguientes registros de vegetacion:

a) Selva alta perennifolia: Swietenia macrophylla, Brosimum alicastrum,
Manilkara achras, Zinowiewia sp., Vatairea lundelii, Zanthoxylum sp.,
Ulmus mexicana, Belotia mexicana y Chamaedora tepejilote

b) Selva alta perennifolia de pie de montafia: Dendropanax arboreus,
Quararibea funebris, Guarea glabra, Manilkara zapota, Spondias mombin,
Zanthoxylum sp. y Astrocaryum mexicanum

c) Selva alta y mediana subperennifolia: Brosimum alicastrum, Zinowiewia
intergerrima, Bursera simaruba, Trophis racemosa, Pimenta dioica

d) Selva altay mediana subcaducifolia. Albizia plurijuga, Tabebuia rosea,
Ceiba pentandra, Enterolobium cyclocarpum, Salix bonplandiana, Ficus
glabrata.

e) Selva mediana perennifolia costera: Vatairea lundellii, Cedrela odorata,
Chlorophora tinctoria, Sideroxylum capiri, Hura polyandra y Calicophyllum
candidisimum.

f) Palmares: Scheelea liebmannii
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2.4.1.2. Reserva de la Biosfera Selva el Ocote

La reserva se localiza en una region neotropical, es el refugio de incontables
especies del Pleistoceno, resaltando las mas amenazadas, raras o endémicas,
conserva cuevas Yy cavernas, tiende a cautivar por sus formaciones geoldgicas y
arqueologias inigualables, ademas posee un banco de germoplasma de inmenso

valor para la humanidad (Bezaury-Creel, 2011).
2.4.2. Region Templada Zonas protegidas

Las regiones templadas, son apreciadas en la Sierra Madre del sur, la Reserva de la
Biosfera cuenta con 119,177 hectareas de superficie, conserva uno de los sitios mas
emblematicos, en relacion a la biodiversidad mexicana (CONANP, 2017).

2.4.3. Forestales

Los arboles forestales del estado chiapaneco, estdn conformados por las siguientes

categorias, segun Lopez - Pérez et al., (2014):

a) Valle: Lonchocarpus oliganthus, Ficus insipida, Brosimum alicastrum,
Swartzia arborescens, Poulsenia armata, Pachira aquatica, Acosmium

panamense, Bursera simaruba, Ampelocera hottlei, Leucaena leucocephala

b) Colina: Brosimum alicastrum, Astrocaryum mexicanum, Alseis yucatanensis,
Rinorea  guatemalensis, Quararibea  funebris, Manilkara  sapota,
Cymbopetalum baillonii, Licaria capitata, Nectandra membranacea, Bursera

simaruba

c) Ladera: Saurauia Vyasicae, Ficus insipida, Dendropanax arboreus,
Lonchocarpus oliganthus, Eugenia acapulcensis, Urera verrucosa, Heliocarpus
donnellsmithii, Zanthoxylum caribaeum, Brosimum guianense, Spondias

mombim
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2.4.4. Frutales

Las especies de arboles frutales que resaltan en Chiapas son: Manilkara sapota,
Pouteria sapota, Byrsonima crassifolia L, Annona muricata, Persea americana,
Mangifera indica, Psidium guajava, Tamarindus indica, Annona macroprophyllata,
Citrus latifolia, Citrus sinensis, Melicoccus bijugatus, Averrhoa carambola, Citrus

reticulata, Theobroma cacao, Cocos nucifera, Phyllantus acidus (Gutiérrez, 2012).

2.4.5. Agricola

La superficie sembrada por café, maiz, cacao, platano, ajonjoli y frijol, en el estado
de Chiapas es de 1,414,516 hectareas. En los ultimos registros, se puede encontrar
un crecimiento de producciéon con 1,000,625 toneladas de granos de parte de los
cultivos del maiz, soya, arroz y sorgo. Ademas, en Chiapas se han sumado 220
organizaciones de productores organicos, representandose con mas de 200,000

hectareas de cultivo (Bezaury-Creel, 2011).

2.4.6. Forrajero

Los pastos del estado de Chiapas son clasificados de dos formas segun Lopez-
Pérez et al., (2014):

a) Pastos erguidos: Saccharum officinarum, Sorghum vulgare, Zea mays,
Pennisetum purpureum, Pennisetum purpureum, Brachiaria brizantha,

(Panicum maximum)

b) Pastos semierguidos: Echinochloa polystachya, hypolthenio rufa,
Brachiaria decumbens, Dichanthium aristatum, Brachiaria humidicola,

Cynodon nlemfluensis, Pennisetum clandestinum, Melina minutiflora

2.4.7. Vegetacion del municipio de Altamirano Chiapas

Selva alta perennifolia (448,198.74 ha), selva alta perennifolia secundario (166413.11
ha), bosque de pino-encino secundario (65,764.63 ha), bosque mesdfilo de montaia
(62,096.41 ha), bosque mesbfilo de montafia (40,796.45 ha), bosque pino secundario
(22,645.05 ha), bosque pino (9,077.16 ha), selva mediana subperennifolia (7,907.54
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ha), bosque de pino-encino (7,648.91 ha), Tular (4,386.03 ha), Selva baja
perennifolia (717.40 ha), Sabana (276.00 ha), Selva de galeria (70.05 ha) (Vazquez-
GOmez et al., 2009).

2.4.8. Vegetacion del municipio de Chiapa de Corzo Chiapas

Selva baja caducifolia secundario (46,129.91 ha), selva mediana subperennifolia
secundario (9,467.29 ha), bosque de encino secundario (8,235.15 ha), selva alta
perennifolia secundario (3,794.21 ha), bosque de encino (3,116.12 ha), sabana
(1,397.44 ha), selva mediana subperennifolia (1,188.27 ha), bosque de encino-pino
(638.60 ha), sin vegetacion aparente (602.40 ha), selva baja caducifolia (246.14 ha),
bosque de encino-pino (229.50 ha), bosque de pino secundario (0.18 ha) (Lépez et
al., 2018).

2.4.9. Vegetacion del municipio de Tonala Chiapas

Vegetacion secundaria (1,746 ha), vegetacién inducida (362.87ha), bosque
mesofilode montafia (288.24 ha), vegetacion hidréfila (264.98 ha), pastizal (89.23
ha), bosque de coniferas (33.52 ha), selva perennifolia (20.01 ha), selva caducifolia
(17.31 ha), bosque de encino (14.6 ha), sin vegetacion aparente (10.81 ha)
(Gonzélez-Avila et al., 2021).
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Descripcion del area de estudio

La recoleccion de datos se realiz6 en los apiarios localizados en los municipios de
Altamirano, Chiapa de Corzo y Tonal4, en el Estado de Chiapas (Cuadro 1y Figura
1). El trabajo de gabinete se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia en la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Campus Il de la Universidad Autbnoma de
Chiapas Campus I, localizada en el municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas 10°43’
39” latitud norte y 93° 06’ 37" longitud oeste. Clima Aw.

Cuadro 1. Localizacién en coordenadas y metros sobre el nivel del mar (msnm)

Chiapa de
corzo

Localizacion  Altamirano Tonala

16°44'08"N y 16°42'30"N y 16°05'22"N y
92°02'18"0 937 0101”0 93°45'05"0

msnm 1240 409 52

Coordenadas

(INEGI, 2020)

Altamirano

Chiapa de Corzo

Tonala

Chiapas

Figura. 1. Localizacién del area de estudio
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Las distancias en kildbmetros en linea recta entre los municipios de estudio son:

e Tuxtla Gutiérrez - Altamirano 149 km
e Tuxtla Gutiérrez - Tonala 150 km
e Tuxtla Gutiérrez - Chiapa de corzo 15.1 km

(Fuente: Elaboracion propia, 2021)

Las localidades Altamirano, Chiapa de Corzo y Tonala, poseen diferentes climas,
periodo de lluvias, precipitacion pluvial, temperatura y vegetacion principal.
Altamirano tiene un clima semicalido hiumedo (Cw), con lluvias desde abril hasta
noviembre, con 3,000 mm de precipitacion por afio y temperatura promedio de 21.0
°C. La vegetacion principal es de bosques de encino - pino, selva perennifolia, asi
como pastizales inducidos. ElI municipio de Chiapa de Corzo presenta un clima,
calido subhumedo—-templado (Aw), el periodo de lluvias abarca de Abril a Octubre,
con 1,841 mm de precipitacion al afio y con temperaturas promedio de 23.4 °C. El
municipio de Tonala cuenta con un clima calido subhimedo—-templado (Aw), el
periodo de lluvias comprende desde Mayo a Octubre y la prescipitacion alcanza los
1,628 mm al afio, con temperaturas promedio de 25.9 °C. La vegetacion principal es
de selva perennifolia, bosque mesofilo de montafia y bosque de coniferas (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Descripcién del area de estudio

Descripcion Altamirano Chiapa de Corzo Tonala
Clima Cw Aw Aw
Periodo de lluvias Abril - Noviembre Abril - Octubre Mayo - Octubre

Precipitacion
. 3000 mm 1841 mm 1628 mm
pluvial anual
Temperatura
_ 21.0°C 23.4°C 25.9°C
promedio anual
bosque de encino - ) selva perennifolia,
. selva bajay .
. - pino, selva ' bosque mesofilo de
Tipo de vegetacion o bosque de pino - .
perennifolia y . montafia, bosque
o _ encino ]
pastizal inducido de coniferas

Cw = semicélido humedo, Aw = calido subhimedo y templado hiumedo
mm = milimetros
°C = grados Celsius (INEGI, 2020)

Los cultivos madres de bacterias ATCC fueron donados por el Laboratorio de Salud
Publica (LESP) en el estado de Chiapas, y del banco de bacterias del area de
fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal (CIATEJ) del estado de Jalisco.

3.2. Método empleado

La recoleccion de las muestras de pan de polen de las colmenas de los municipios
de Chiapa de Corzo, Tonala y Altamirano, fueron realizados por conveniencia
logistica, es decir, se revisaron todas las colmenas para encontrar los panales de
abejas Apis mellifera, que tuviesen mayor cantidad del pan de polen, una vez
localizada en los bastidores por ambos lados, se corté un cuadro de 10x10 cm, para
obtener la muestra, colocandola en bolsas plasticas rotuladas con la siguiente
informacion: municipio de procedencia, nombre del apiario y numero de la colmena

(Figuras 2y 3).
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Figura 2. Seleccion del panal con pan de polen (izquierda) y corte de una muestra de

pan de polen por ambos lados (derecha).

Figura 3. Pan de polen dentro de varias celdillas de un panal.
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El trabajo de gabinete se desarroll6 a través de bioensayos in vitro en el laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Campus Il de la
Universidad Autonoma de Chiapas. El extracto de pan de polen se realiz6 con ayuda
de una aguja de tras lave de acero inoxidable estéril y se depositdé en vasos de
precipitados de 50 mL, mismos que, se pesaron en una balanza analitica para
separar por tratamientos To=0g, T =109, T, =20 gy T3 = 3.0 g. Fueron
macerados por separado y mezclados con 40 ml de agua destilada para el Grupo 1y
40 mL de etanol al 70%, para el Grupo 2, con la finalidad de homogenizar la muestra,
de su origen botanico. Posteriormente se col6 cada tratamiento y se filtr6 para hacer
la primera medicion de los flavonoides saturados. Después, los tratamientos fueron
centrifugados a 3,000 rpm, durante 3 min, con la finalidad de eliminar el exceso de
pan de polen sdélido. Para estandarizar las muestras los concentrados de flavonoides
en la parte liquida. Para evaluar las concentraciones de los tratamientos y verificar
que el efecto inhibidor de las bacterias de estudio se empled un densimetro y se
midieron las concentraciones, en partes por millén (ppm). Para su almacenamiento y
resguardo de las muestras estandarizadas, se midieron 20 mL de cada extracto,
cantidad equivalente a 1.0 g, 2.0 g y 3.0 g de agua destilada, de igual forma para el
etanol, en 4 tubos vacutainer con 5 mL cada uno, para su uso posterior. (Carpes et
al., 2007).

Los cultivos madres de bacterias ATCC fueron donados por el Laboratorio de Salud
Publica (LESP) en el estado de Chiapas, y del banco de bacterias del area de
fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal (CIATEJ) del estado de Jalisco.

La preparacion de los medios de cultivo sélido para el 6ptimo crecimiento bacteriano,
se realizé en cajas de Petri, las cuales fueron rotuladas para su identificacion
indicando nombre de la bacteria y si el extracto correspondia a etanol o agua
destilada. Una vez que el agar se gelatiniz6 a las 24 h; se realiz6 la siembra
correspondiente a cada bacteria. Posteriormente, se incubd a una temperatura de
27+1.5 °C y Humedad Relativa (HR) de 85%. Transcurridas las 24 h, se pudo
apreciar el crecimiento de los cultivos madres de bacterias ATCC in vitro de
Escherichia coli (25922), Salmonella thyphimurium (14028), Staphylococus aureus
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(25923), del laboratorio estatal en el estado de Chiapas y del banco de bacterias del
area de fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia Vegetal (CIATEJ) del estado de
Jalisco a: Xanthomonas vesicatoria (BV801), Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (1448A), Erwinia amylovora (Rita), Pseudomonas auroeginosa (BV157),
y Dickeya dadantii (3937). Los bioensayos in vitro, fueron realizados con la técnica
de doble placa, donde se colocé gotas de 0.2 pL por tratamiento de pan de polen a
cada especie bacteriana considerada para el estudio. Transcurridas las 24 h, se
procedi6 a la observacion de los halos de desarrollo de las bacterias para evaluar la

inhibicién y su medicion se realizé con ayuda de un vernier.

El disefio de tratamientos fue bifactorial: factor tipo de extraccién (con dos niveles:
agua destilada y etanol); factor concentraciones de los extractos (con 4 niveles: 0,
25, 50 y 100% del extracto crudo), considerando asi ocho tratamientos, mismos que

se aplicaron a cada especie bacteriana del estudio.

Los datos fueron analizados mediante un analisis de Varianza (Analysis of Variance
= ANOVA) (P<0.05) y pruebas de comparacion multiples de medias empleando la

prueba de Tukey (P<0.05), utilizando el software Statgraphics centurion.
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IV. RESULTADOS

El extracto acuoso obtenido sin centrifugacién recolectado en el municipio de
Altamirano, revel6 la mayor concentracion de flavonoides 950, 1000 y 1023 ppm, a
partir de 1.0, 2.0, y 3.0 g, respectivamente, seguido de Tonalad y Chiapa de Corzo;
esta tendencia fue similar en los extractos acuosos centrifugados y no se registraron
diferencias significativas en la concentracion de flavonoides independientemente si

se obtuvieron o no con este método de separacion de mezcla (Figura 4).

La concentracion de flavonoides obtenidos mediante extraccidn etandlica también fue
dosis dependiente al incrementar la cantidad de pan de polen; este comportamiento

se observo independientemente si se aplicoé centrifugacion o no (Figura 4).

La concentracion de flavonoides a partir de 1.0 g del pan de polen de los municipios
de estudio fue igual con o sin centrifugacién. Por otro lado, el extracto etandlico
obtenido con 3.0 g fue estadisticamente diferente con respecto al acuoso en el
municipio de Altamirano (Figura 4). Sin embargo, los valores de los extractos
acuosos obtenidos de Chiapa de Corzo exhibieron una mayor concentracion de
flavonoides con respecto a los etandlicos. En contraste, los extractos etandlicos
obtenidos en el municipio de Tonal& presentaron valores mayores de concentracion

de flavonoides en comparacion con los acuosos (Figura 4).
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Los valores de la concentracion de flavonoides respecto al método de extraccion fue
mayor con el uso de agua destilada en comparacion al etanol. La concentracion de
flavonoides fue similar si se emple6 o no la centrifugacion. Ademas, la concentracion
de este metabolito secundario se increment6 con la cantidad empleada de pan de

polen (Figura 5).
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Figura 5. Contenido de flavonoides de extracto de pan de polen de acuerdo con
su lugar de recolecciéon y tipo de extracto, asi como el empleo o no de la
centrifugacién. Las barras en los rectangulos indican + el error estandar. Las
literales distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey (P<0.05) en cada factor de estudio (color de barra en la figura).
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En la Figura 6 se muestra el diametro del halo de inhibicion bacteriano generando
por la interaccion de los flavonoides de acuerdo con su origen botanico, tipo de
extracto, especies bacterianas y concentraciones. No se presentd diferencias
estadisticas en el halo de inhibicién bacteriana de acuerdo con la procedencia del
pan de polen, sin embargo, los halos de inhibicion se incrementaron de acuerdo con
la concentracion del pan de polen. Con relaciobn a las bacterias evaluadas, el
fitopatdgeno Xanthomonas vesicatoria fue el que mostré el mayor halo de inhibicion
con respecto a los otros fitopatdgenos, aunque el diametro fue s6lo de 2.0 mm. De
las bacterias de importancia en la salud publica, el bacilo Gram negativo Salmonella
thyphimurium fue la que exhibi6é el mayor halo de inhibicion (16.0 mm), seguido de E.

coli y Staphylococcus aureus.

En relacion con el comportamiento de los halos inhibitorios de las especies
bacterianas por parte, de los flavonoides presentes en el pan de polen del origen
boténico y tipo de extracto se puede apreciar en la Figura 7.
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La prueba de Tukey aplicada a los valores del didmetro de inhibicion en las bacterias
de salud publica y fitopatdgenas, refleja diferencias para las muestras del municipio
de Altamirano, cuando las bacterias fueron sometidas a distintas concentraciones del
extracto de pan de polen. La bacteria S. thyphimurium, fue la que mostré el mayor
halo inhibitorio (17.0 mm) con 3.0 g de extracto acuoso y de 15.5 mm con el
etanolico. E. coli exhibio un halo de 16.0 mm con la misma cantidad de extracto

acuoso, en tanto que con el etandlico el halo fue de 16.5 mm (Figura 8).

En el caso de las bacterias fitopatégenas el valor del diametro de inhibicion mas alto
fue de 2.5 a 3.0 mm en agua destilada para Dickeya dadantii, Erwinia amylovora y
Xanthomonas vesicatoria sucesivamente en 3.0 g; para los tratamientos con etanol al
70%, se obtuvo de 3.0 a 3.7 mm, para Dickeya dadantii, Erwinia amylovora y

Xanthomonas vesicatoria sucesivamente en 3.0 g (Figura 8).

Los extractos del municipio de Chiapa de Corzo, mostraron que la bacteria mas
inhibida fue S. thyphimurium con un halo de inhibicion de 24.0 mm con extracto
acuoso a partir de 3.0 g de pan de polen; en tanto que con el etandlico el halo fue de
22.0 mm con la misma cantidad de extracto. Para S. aureus, sus halos de inhibicion
fueron de 16.0 mm, en agua destilada en 3.0 g, con etanol al 70% fue de 18.0 mm.
Referente a E. coli se obtuvo 15.0 mm en 3.0 g extracto con agua destilada y 14.9
mm con etanol al 70%. Para el caso de las bacterias fitopatégenas, el didmetro de
inhibicion obtenido en agua destilada, como en etanol al 70%, en las diferentes
concentraciones, se obtuvo 1.5 mm en: Xanthomonas vesicatoria y Dickeya dadantii,
en las siguientes concentraciones no se presentd ninguna inhibicion (1.0 y 2.0 g)

para Pseudomonas aureginosa y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Figura 9).
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Figura 8. Inhibicion bacteriana por parte de los tratamientos de los extractos de pan de polen compuesto por
origen de colecta (municipio de Altamirano), tipo de extracto, especie bacteriana y concentracion de pan de polen
en (g) para el sitio de Altamirano. Las barras en los rectangulos indican * el error estandar. Las literales distintas
indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05). Las abreviaciones en la grafica
corresponden a las siguientes bacterias: Dd= Dickeya dadantii; Ea= Erwinia amylovora; Ec= Escherichia coli; Pa=
Pseudomonas aureginosa; Ps= Pseudomonas syringae pv. phaseolicola; Sa= Staphylococcus aureus; Sty=

Salmonella thyphimurium; Xv= Xanthomonas vesicatoria.
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Figura 9. Inhibicidén bacteriana por parte de los tratamientos de extractos de pan de polen compuesto por origen
de colecta, tipo de extracto, especie bacteriana y concentracion de pan de polen en (g) para el sitio de Chiapa de
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siguientes bacterias: Dd= Dickeya dadantii; Ea= Erwinia amylovora; Ec= Escherichia coli; Pa= Pseudomonas
aureginosa; Ps= Pseudomonas syringae pv. phaseolicola; Sa= Staphylococcus aureus; Sty= Salmonella
thyphimurium; Xv= Xanthomonas vesicatoria.
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Para las bacterias de salud publica se obtuvieron los siguientes diametros de
inhibicion: para S. thyphimurium, 18.0 mm en 3.0 g, para agua destilada y etanol al
70%. E. coli y S. aureus, 16.0 mm en agua destilada, asimismo en el extracto
etandlico. En el caso de las bacterias fitopatégenas, los resultados obtenidos en los
diametros de inhibicion para la bacteria de Dickeya dadantii resulté con 3.0 mm de
diametro, a 3.0 g con agua destila y etanol al 70%. Para Xanthomonas vesicatoria
3.0 mm con agua destilada y 4.0 mm en etanol al 70%. En relacion con la bacteria
fitopatogena Pseudomonas aureginosa en los extractos de 1.0 y 2.0 g, en agua
destilada, no se presentd inhibicion alguna. Para Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola a 1.0 g de pan de polen, en agua destilada y etanol al 70%, para
Erwinia amylovora para agua destilada a 1.0 g del extracto, no present6 didmetro de
inhibicion, para 2.0 g el halo fue de 0.5 mm y en 3.0 g de 1.5 mm de inhibicion. En lo
que se refiere al extracto de etanol al 70% presentd en 1.0 g 1.0 mm de inhibicién, en
2.0gde1.5mmyen 3.0 gde 2.0 mm (Figura 10).
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Figura 10. Inhibicion bacteriana por parte de los tratamientos de extractos de pan de polen compuesto por origen
de colecta, tipo de extracto, especie bacteriana y concentracion de pan de polen en (g) para el sitio de Tonala.
Las barras en los rectangulos indican + el error estandar. Las literales distintas indican diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05). Las abreviaciones en la grafica corresponden a las siguientes
bacterias: Dd= Dickeya dadantii; Ea= Erwinia amylovora; Ec= Escherichia coli; Pa= Pseudomonas aureginosa;
Ps= Pseudomonas syringae pv. phaseolicola; Sa= Staphylococcus aureus; Sty= Salmonella thyphimurium; Xv=

Xanthomonas vesicatoria.
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V. DISCUSION

De acuerdo al origen del pan de polen recolectado en los apiarios, las
concentraciones de flavonoides en el municipio de Altamirano resalté con 1000 ppm,
seguido por Tonala y Chiapa de Corzo con 800 ppm y 230 ppm respectivamente
(Figura 5), diferencia que puede estar relacionada con la marcada diversidad
floristica, climatologica y geogréafica de los municipios muestreados. Ivanisova et al.
(2015), Mayda et al. (2020) y Sawicki et al. (2022) encontraron diferencias atribuidas
a multiples factores entre ellos a la region de obtencion de la muestra, asi como entre

colmenas del mismo apiario, asi como al método de extraccion por origen botanico.

En el presente trabajo existe diferencia significativa en la concentracion de
flavonoides en el pan de polen utilizado en cada tratamiento entre los municipios,
presentando mayor tamafio el uso de 3 g con 795 ppm, en relacion a 2 g que fue de
700 ppm y 1 g con 596 ppm (Figura 5), sin embargo, en la literatura se encuentran
autores que utilizan concentraciones unicas de pan de polen, como el trabajo de
Zuluaga et al. (2015) que utiliz6 1 g de pan de polen obteniendo valores de 1.9 a 4.5
ng QE.g* de flavonoides. En cambio otros autores manejaron mayor cantidad como
es el caso de Hudz et al. (2019) que us6 20 g de pan de polen para tener extractos
de quercetina dihidrato y rutina trihidrato. A su vez, Othman et al. (2019) empleo 50 g
de pan de polen obteniendo 2.88 a 26.55 pg QE.g™ de flavonoides. El estudio de
Pelka et al. (2021) aplicé concentraciones de pan de polen desde 0.039 a 20%, con
el que pudo obtener inhibicion bacteriana con 2.5 a 10%. Los trabajos mencionados
anteriormente mostraron la presencia de flavonoides en diferentes concentraciones

antimicrobianas relevantes.

La diferencia entre la concentracibn mas alta de flavonoides se obtuvo en agua
destilada con 700 ppm, mientras que, con etanol al 70% fue de 660 ppm (Figura 5),
difiere de lo reportado por Othman et al. (2019) quienes obtuvieron mejores
resultados con extractos acuosos. Esto puede atribuirse a la metodologia de
extraccién utilizada en esta investigacion, particularmente respecto al tiempo de
exposicién con el extracto acuoso y el etandlico, que pudo afectar a los flavonoides

en la diferencia de concentraciones (Savickas, 2013 citado por Othman et al., 2019).

62



De los efectos inhibitorios de las bacterias ATCC en este estudio, Salmonella
thyphimurium (14028), E. coli (25922) y Staphylococcus aureus (25923), alcanzaron
halos de 16.5 mm y 13.5 mm, respectivamente. Para el caso de las bacterias
fitopatogenas obtuvieron, Xanthomonas vesicatoria (BV801) 2.0 mm, Dickeya
dadantii (3937) 1.8 mm, Erwinia amylovora (Rita) 1.5 mm, Pseudomonas
aureoginosa (BV157) 1.0 mm, y Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (1448A)
0.5 mm (Figura 6). Comparado con el estudio de Sawick et al. (2022) que
demostraron halos de inhibicion en las bacterias E. coli 25922, Salmonella
thyphimurium y Staphylococcus aureus 29213 de 20.0 mm y 18.0 mm. En cambio,
Ivanisova et al. (2015) obtuvieron para E. coli CCM 3988, Salmonella enterica subsp.
enterica CCM 3807 y Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 4223, halos de 2.0
mm. Por otro lado, Hudz et al, (2019) apreciaron en Salmonella enterica subsp.
enterica CCM 3807 y Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 4223, halos de
15.0 mm y 5.0 mm, respectivamente. Mientras que, Pelka et al. (2021) revelaron en
E. coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, halos de 20.0 mm y 10.0
mm, respectivamente. Los resultados de esta investigacion difiieron mucho de los
otros autores en los halos de inhibicidn en respuesta a las diferentes concentraciones
gue se manejaron en las cantidades de los tipos de extracto empleados, no se
encontré estudios que analicen a las fitopatdgenas con extractos de pan de polen, a
excepcion de la Pseudomonas aeruginosa donde se obtuvieron 1.0 mm de inhibicion
difiriendo de los investigadores Pelka et al. (2021) que obtuvieron 10.0 mm en su

halo de inhibicién.

Los flavonoides obtenidos de los extractos acuosos de pan de polen, tuvieron
mejores inhibiciones en las bacterias Gram negativas, la Unica bacteria Gram positiva
fue, Staphylococcus aureus y su halo inhibitorio alcanzado fue de 13.5 mm, condicion
reportada por Sawicki et al. (2022).
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VI. CONCLUSIONES

Basados en la pregunta de investigacion, el pan de polen si generé halos de
inhibicién sobre las ocho bacterias de importancia fitopatoldgica y de salud publica en
las condiciones in vitro, el halo mas alto fue de 16.5 mm en la bacteria Salmonella
thyphimurium. Logrando altas concentraciones de flavonoides en ppm del pan de
polen en las tres localidades estudiadas del estado de Chiapas, resaltando el
municipio de Altamirano con 1000 ppm, seguido de Tonala y Chiapa de corzo con

800 ppm y 230 ppm, respectivamente.

Dichos resultados podrian estar sujetos a la diferencia geogréfica, clima y flora que
se relaciona con la calidad quimica y bioldgica del pan de polen, tal como se ha

reportado por diferentes autores.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda en estudios futuros analisis palinolégicos en la zona, para determinar

el comportamiento mas especifico de los flavonoides del pan de polen.

Establecer una nueva metodologia para las bacterias fitopatdgenas con el uso del
pan de polen, para reportar mejores halos de inhibicién, para favorecer a las plantas,

y asi disminuir el uso de agroquimicos.

Para el caso de las bacterias de salud publica se recomienda generar mas estudios
alternos, obteniendo las dosis éptimas con los concentrados de la extraccion de

flavonoides con pan de polen, para ser usadas en un futuro en la medicina.

En cuestion de los extractos etandlicos se recomienda hacer un control con puro
alcohol a los microorganismos estudiados, para comparar los halos de inhibicion,
debido a que, en esta investigacion no se realiz6 el retiro del etanol, generando la
siguiente pregunta, si el alcohol pudo ser la razén de que los resultados fueran mas

altos que, los extractos con agua destilada y no los flavonoides del pan de polen.
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