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RESUMEN

El propoleo es una sustancia resinosa producida por las abejas a partir
de sustancias gomosas y resinosas de algunas plantas, cuyas propiedades
fisicoquimicas varian segin su fuente de origen y que utilizan en la
construccion, reparacion y proteccion de la colmena. En el presente trabajo
el objetivo fue evaluar in vitro la actividad de los extractos de propodleos
sobre micelio de Ascosphaera apis (agente etiologico de la ascosferosis),
Aspergillus seccion nigri (agente etiologico de aspergilosis) y Penicillium
serie chrysogenum con potencial micotoxigénico que afectan la salud de las
abejas. Se utilizo propodleos proveniente de las localidades de Los Nogales,
Severino y Tilquiza de la provincia. Se estudio la inhibicion de micelio
mediante explantes flngicos enfrentados con las diferentes diluciones.
No se obtuvo diferencias entre las diluciones de propoleos, siendo mas
efectivas las concentraciones 0,3y 0,03 g/mL. El propodleo presenta actividad
antifingica que controla hongos que afectan la produccion de miel.

Palabras clave: antiflingico, Ascosphaera apis, Aspergillus seccion nigri,
Penicillium serie chrysogenum, propéleos

SUMMARY

Propolis is a resinous substance produced by bees from gummy and
resinous substances from some plants, whose physicochemical properties
vary according to their source of origin, which they use in hive construction,
repair and protection. In the present work, the objective was to evaluate
in vitro the activity of propolis extracts on mycelium of Ascosphaera
apis (etiological agent of ascospherosis), Aspergillus section nigri
(etiological agent of aspergilosis), and Penicillium chrysogenum series
with mycotoxigenic potential that affect bees health. Propolis from three
locations in the province was used. The inhibition of mycelium was studied
by fungal explants confronted with the different dilutions. No differences
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were obtained between the propolis dilutions, being the concentrations 0.3
and 0.03 g / mL more effective. Propolis has antifungal activity that controls
fungi that affecting honey production.

Keywords:

antifungal, Ascosphaera apis, Aspergillus section nigri,

Penicillium serie chrysogenum, propolis

INTRODUCCION

Argentina ocupa un lugar destacado en la
produccion de mielya que es elsegundo exportador
mundial (13% del total) y el cuarto productor
después de China, la Union Europea y Turquia. El
pais comercializa en el exterior el 95% de la miel
producida debido al bajo consumo interno y a la
gran demanda principalmente de Estados Unidos,
Alemania y Japon (Sanchez, Castignani y Rabaglio,
2018).

En el NOA, la apicultura es una actividad
productiva con alto potencial permitiendo el
desarrollo economico a nivel de pequenos
emprendedores (Vasquez y Castignani, 2018). En
Jujuy dicha actividad es menor, pero se percibe
un proceso de crecimiento. En el ano 2019 se
registraron 2503 colmenas pertenecientes a 71
apiarios (Vasquez, 2019) con una concentracion de
apiarios en las zonas de valles calidos y templados.

La actividad apicola se encuentra amenazada
por factores ambientales y sanitarios que provocan
mortandad de las coloniasy afectan la produccion,
por lo que es necesario la implementacion
de alternativas naturales e inocuas que no
dejen residuos en los productos apicolas, sean
persistentes y facil de emplear (Tolosa y Canizares,
2002).

El propoleos es elaborado por las abejas a
partir de los exudados resinosos, yemas y brotes
que extraen y transportan hasta la colmena. El
compuesto adquiere aspecto resinoso, sabor
amargo, su coloracion varia de amarillo a
verde, rojizo y pardo. Se le atribuye actividad
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antibacteriana, antifingica, antiparasitaria vy
antiviral (Akca et al.,, 2016; Herrera et al., 2010;
Pena, 2008; Nieva Moreno et al., 2005; Salatino et
al., 2005).

La composicion quimica del propoleos
es muy compleja, actualmente mas de 300
compuestos fueron identificados como principales
constituyentes de los propodleos de diferentes
zonas geograficas del mundo, entre los que se
pueden mencionar acidos fenolicos, flavonoides,
terpenos, acidos cinamicos, acido cafeico y algunos
de sus ésteres (Paulino et al., 2003; Salatino et al.,
2005; Escriche y Juan, 2018). La actividad biologica
depende del tipo de vegetacion, la zona geografica,
la época del ano, el método de recoleccion y la
especie de abeja, siendo atribuida a la accion
sinérgica de varias sustancias (Romero Rivera, 2017;
Aliboni, 2014; Mayta-Tovalino y otros, 2012).

En las colmenas las abejas utilizan el propodleos
para sellar aberturas, barnizar celdas, proveer de
asepsia y proteccion, la presencia de este brinda
un ambiente inadecuado para los microorganismos
(Kartal et al., 2003). Sin embargo, algunos suelen
violar este ambiente aséptico e ingresar a las
colmenas.

Ascosphaera apis es un hongo heterotalico
que causa la enfermedad de la cria yesificada, la
infeccion afecta a las larvas entre 3 a 4 dias de
edad cuando ingieren las ascosporas a través de
los alimentos (Matus y Sarbak, 1974; Aronstein
y Murray, 2010; Simone-Finstrom, 2017) puede
causar una mortandad de hasta un 80% de la cria,
generando pérdidas en la produccion de miel que
oscilan entre un 5y un 37% (Zaghloul et al., 2016).
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En cuanto a la presencia de Ascosphaera apis
no hay registros en colmenas de los apiarios
de la provincia, sin embargo, en Argentina se
encuentra difundida en la mayoria de las zonas
productoras del pais (Bruno, 2003). Entre los
hongos oportunistas se encuentran las especies
del género Aspergillusy Penicillium. Los propagulos
de Aspergillus pueden permanecer en suspension
por periodos prolongados y contaminar cualquier
superficie (Warris et al., 2003). Una enfermedad
micotica que afecta a las abejas adultas y a la
cria es la Aspergilosis que ocasiona la muerte y
momificacion. La aspergilosis o “cria de piedra” es
la enfermedad producida por varias especies del
género Aspergillus con mayor frecuencia A. flavus,
A. niger y A. fumigatus, los que afectan a las crias
de cualquier edad y a las abejas adultas (De la Sota
et al., 2005). Se ha demostrado la presencia de los
hongos Penicillium, Aspergillus y Fusarium en el
tubo digestivo de las abejas, asi como en la miel
y otras provisiones de estos insectos (Batra et al.,
1973).

El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro
la actividad antiflingica de extractos de propoleos
sobre hongos perjudiciales para Apis mellifera.

MATERIALES Y METODOS
Hongos

Las cepas de Ascosphaera apis, Penicillium
serie chrysogenum y Aspergillus seccion nigri
empleadas en este estudio, fueron proporcionadas
por el cepario del Laboratorio de Microbiologia
Agricola y al Laboratorio de Sanidad Apicola y
Meliponicola de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Jujuy (UNJu).

Antes de realizar la determinacion de la
actividad antifiingica de los diferentes extractos de
propoleos, se verifico la viabilidad de cada una de
las cepas seleccionadas para este trabajo.

Propéleos

Las muestras de propoleos se colectaron en

n

los meses de marzo, abril y mayo, se obtuvieron
mediante rejillas especiales de plastico de 2 a 4
mm, las que se colocaron en la parte superior de
5 colmenas al azar, en cada uno de los apiarios
pertenecientes a las localidades de Los Nogales,
Severino y Tilquiza en la provincia de Jujuy. Las
muestras se guardaron en frascos de vidrio al
abrigo de la luz. A partir de la mezcla de propoleos
de cada apiario se hizo una solucion madre con 30
gr de propoleos en 100 mL de alcohol al 96%, y a
partir de ella las diluciones 1/10 y 1/20. Actividad
antifingica

Para determinar la accion sobre micelio se
enfrento un explante de cada hongo ante discos de
papel conteniendo 10 pL de la solucion madre y de
cada dilucion de extractos de propoleos, luego se
sembro por triplicado en placas con agar extracto
de malta (MEA) (Pitt y Hocking, 2009, Samson y Pitt,
2000) y medio My20 (Udagaway Horie, 1976), seglin
requerimiento, se incubaron a 302C y se midio el
halo de inhibicion a los 5 dias.

Analisis de fenoles y flavonoides totales

Los compuestos fenolicos totales se
determinaron mediante espectrofotometria
basado en la reaccion de oxido-reduccion con el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Singlenton y Rossi,
1965); en tubos de ensayo se coloco 0,5 mL de
solucion etanolica de propoleos, 10 mL de agua 'y
1mL de reactivo de Folin-Ciocalteu se agito y dejo
en reposo por 8 minutos, luego se le adicionaron 4
mL de Na,CO, al 20%, se dejo 1 hora en oscuridad y
se procedio a registrar la absorbancia a 760 nm de
cada una de las muestras. La curva de calibracion
se construyo empleando soluciones de acido
galico.

Analisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un analisis
estadistico a partir de la prueba de comparacion
de medias a posteriori LSD Fisher para las variables
en estudio a partir del programa Infostat version
2015 (Di Rienzo et al., 2015).
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RESULTADOS

En las pruebas realizadas con micelio de
Ascosphaera apis, Penicillium serie chrysogenum
y Aspergillus seccion nigri, las soluciones
mas concentradas con de 0,3g propodleos/mL,
presentaron mayor efecto antifiingico con halos
de inhibicion de hasta 15,4 mm a los 5 dias de
incubacion; mientras que las concentraciones de
0,03 y 0,003 g propoleos/mL presentaron halos
de menor diametro, para el mismo tiempo de
incubacion (tabla 1; fig, 1).

El analisis estadistico no demostro diferencias
significativas entre la actividad inhibitoria de
los propoleos de las tres localidades en estudio
(p>0.05; p>0.8671; g.l. 33), siendo similar la accion
inhibitoria de los mismos frente a Aspergillus
seccion nigri, Penicillium serie chrysogenum y
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Ascosphaera apis (p>0.05; p>0.9925; g.l. 2).

En la tabla 2 se indican los valores medios del
contenido de fenoles totales y flavonoides, la
desviacion estandar correspondiente y con letras
el resultado de las pruebas estadisticas aplicadas
que se obtuvieron para cada uno de los sitios de
muestreo. El contenido de fenoles totales oscila
entre valores de 33,4 mg GAE/g de EEP y 53,5 mg
GAE/g EEP para los extractos analizados. En cuanto
a flavonoides se obtuvo 12,8 mg QE/g EEP como el
menor valor registrado correspondiente a extractos
de Severino y el mayor fue de 15,4 mg QE/g EEP de
extractos de Nogales. La cuantificacion de fenoles
totales de los diferentes sitios, dio diferencias
significativas (p<0.05; p<0.0001; g.l.2); como asi
también la cuantificacion de flavonoides totales
(p<0.05; p<0.0036; g.1.2).

Tabla 1. Halos de inhibicion de las tres diluciones de propoleos procedentes de tres localidades de Jujuy

Concentracion g/mL Localidad Hongo 24hs 48hs 72hs 96hs 120hs
0,3 _ 6,4 1,0 14,0 14,0 14,0
0,03 Severino 53 12,0 14,0 14,0 14,0

0,003 5,0 5,5 6,5 6,5 6,5
0,3 o 5,0 7,0 13,0 13,0 13,0
0,03 Tilquiza Ascoggg“er a 4,7 6,0 12,0 12,0 12,0

0,003 4,0 45 6,3 6,3 6,3
0,3 7,0 12,0 14,5 14,5 14,5
0,03 Nogales 5,4 6,0 1,0 1,5 1,5

0,003 4,0 4,5 7,5 7,5 7,5
0,3 ' 54 12,2 14,0 14,0 14,0
0,03 Severino 8,3 13,5 15,4 15,4 15,4

0,003 penicillium 4,7 6,1 6,8 6,8 6,8
0,3 o serie chrysogenum 5,0 8,0 13,5 13,5 13,5
0,03 Tilquiza 53 71 71 12,3 12,3

0,003 VA 4,8 6,9 6,9 6,9
0,3 7,3 14,8 15,3 15,3 15,3
0,03 Nogales 5,7 5,7 13,5 13,5 13,5

0,003 48 48 77 7,7 7,7
0,3 ‘ 9,3 9,9 9,9 12,3 12,3
0,03 Severino 9,8 9,8 1,2 12,8 12,8

0,003 Aspergillus 6,5 6,6 7,3 7,3 7,3
0,3 o g 8,8 9,5 11,3 11,3 11,3
0,03 Tilquiza 9,2 10,1 1,7 1,7 1,7

0,003 71 6,2 6,4 6,4 6,4
0,3 7,8 9,6 12,4 12,4 12,4
0,03 Nogales 7,7 8,6 1,9 1,9 12,0

0,003 6,0 6,9 7,5 7,5 7,5
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Figura 1. Halos de inhibicion de propéleos (mm) en funcion
de las concentraciones frente a A: Aspergillus seccion niger,
P: Penicillum serie chrysogenum y AS: Ascosphaera apis;
Tes: Testigo, Con: Concentrado, Con-1: Concentrado -1, Con-
2: Concentrado -2

Tabla 2. Contenidos de fenoles totales y flavonoides totales
de muestras de propoleos procedentes de tres localidades
de Jujuy

Contenido Test de Congeemdo
Sitios de de Fenoles . Test de
muestreo Totales (% szluﬂ(.al Flavonclndes Tukey
/p) £ DE allis Totales
PP (%P/P) + DE
. 33,48 +
Severino 0,24 B 12,83 + 0,13 A
Nogales 43,22 + 117 AB 15,42 + 0,03 B
Tilquiza 53,6 £ 1,76 A 21,14 + 0,04 C
DISCUSION
Estudios previos demostraron que Los

extractos de propoleos afectan al crecimiento de
Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus
seccion nigri, Aspergillus versicolor, Botrytis
cinérea, Candida albicans, Penicillium digitatum,
Penicillium serie chrysogenum, Plasmopara viticola,
Saccharomyces cerevisiae y Trichoderma viridae,
entre otros (Lorenzo, 2010; Herrera et al., 2010;
Agliero et al., 2010; Aly y Elewa 2007, Farré y otros
2004). De igual manera en este estudio se demostrd
la inhibicion de Ascosphaera apis, Penicillium
serie chrysogenum vy Aspergillus seccion nigri a
partir de extractos de propoleos proveniente de 3
zonas de Jujuy. Estos resultados, coinciden con los
obtenidos por otros autores (Garedew et al., 2008),
quienes utilizaron propoleos de distinto origen,
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con una gran variabilidad en la inhibicion final.
Estos autores propusieron que dichas diferencias
se atribuian a la diversidad floral asociada a cada
apiario a partir del cual se obtuvieron las muestras.

Los resultados de inhibicion de micelio
evidenciaron la accion antifingica, mediante
la presencia de halos a los distintos tiempos
de incubacion y con todas las soluciones de
los diferentes apiarios, siendo las soluciones
concentradas las mas efectivas. Datos semejantes
fueron registrados por Garcia y otros (2014) con
extractos etanolicos de propéleos en la inhibicion
de Candida albicans. Las soluciones de propoleos
empleadas en este estudio mostraron efectividad
en la inhibicion de los hongos en estudio, siendo
menor el desarrollo de micelios correspondientes a
las soluciones mas concentradas, esta bioactividad
esta relacionada al contenido de fenoles, como
flavonoides y acidos fenolicos (Bedascarrabure
y otros, 2004; Sirepatrawan et al., 2004). La
composicion quimica de los extractos de propodleos
varia de acuerdo con la ubicacion, y las especies
botanicas existentes en cada region, lo que incide
en la efectividad de los propoleos (Aliboni, 2014,
Mayta-Tovalino y otros, 2012; Romero, 2017).

Babicetal.,(2011)informdde maneracoincidente,
que a partir de extractos etanolicos de propoleos al
30%, se observo un efecto fungistatico reduciendo
el crecimiento de hongos como Ascosphaera apis'y
Candida albicans, obteniendo halos de inhibicion
de 14,5 mm.

En Argentina y Brasil los fenoles y flavonoides
son considerados como indicadores de calidad
para la produccion de propodleos (Normas IRAM
2004) la determinacion de fenoles totales de los
extractos analizados presentaron valores altos de
contenido de fenoles con un promedio de 43,41
mg GAE/g EEP, coincidente con lo reportado por
Palomino et al., (2009) y Soto-Vasquez (2015).

En propoleos el contenido de fenoles vy
flavonoides es un parametro importante que
determina tanto la calidad del material como
su potencial biolégico. Existe una relacion
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directa entre el contenido de fenoles totales y
actividades biologicas presentes en los propoleos,
como actividades antioxidante, antibacteriana y
antifiingica (Choi et al., 2006; Moreira et al., 2008).
Con relacion a la cuantificacion de flavonoides los
resultados son similares a los registrados para
extractos etanolicos de Per( (Rengifo-Penadillos,
2013). Mientras que Lozina et al., (2010) reporto
valores inferiores de contenidos de flavonoides
para extractos pertenecientes a Corrientes,
Mendoza, Chaco y Santiago del Estero.Los
resultados obtenidos indican un alto contenido de
compuestos biologicamente activos como fenoles
y flavonoides en los extractos analizados.

CONCLUSION

Los extractos de propodleos provenientes de
apiarios de los Nogales, Severino y Tilquiza de la
provincia de Jujuy presentan efecto antifingico
frente a micelios de hongos que afectan a las
colmenas. Esto indica que los mismos tienen
potencial para ser utilizados como alternativa de
control para hongos patogenos en apicultura.
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