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EVALUACION DE DOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE PROPOLEOS EN EL CONTROL IN VITRO DE Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS EN EL MANGO (Mangifera indica L.)

RESUMEN

El propdleos es una sustancia resinosa elaborada por varias especies de abejas meliferas (Apis spp.)
(Gil et al., 2012) a partir de los brotes y exudados de ciertas plantas. Una de las propiedades mas
importantes del propdleos es su actividad antimicrobiana, que se atribuye fundamentalmente a la
presencia de flavonoides. El hongo Colletotrichum gloeosporoides (Penz.) Penz. & Sacc se considera
muy polimérfico y polifago, ocasiona la enfermedad conocida como la antracnosis en el mango
(Mangifera indica L.) (Nelson, 2008 y Parra, 2008). En Cuba, se producen diferentes extractos
hidroalcohdlicos para su empleo en la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria y en la medicina.
Sin embargo, existen escasos estudios relacionados con la aplicacion de estos extractos para el
control de patdégenos que ocasionan enfermedades en los frutos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de dos extractos hidroalcohdlicos de propdleos (EHP) en el control de C.
gloeosporioides agente causal de la antracnosis en el mango.

Palabras claves: propdleos, extractos hidroalcohdlicos, agente causal de la antracnosis en el mango

ABSTRACT:

Propolis is a resinous substance produced by several species of honey bees (Apis spp.) (Gil et al.,
2012) from buds and exudates of certain plants. One of the most important properties of propolis is its
antimicrobial activity has been mainly attributed to the presence of flavonoids. The Colletotrichumg
loeosporoides(Penz.) Penz. & Sacc fungus is considered highly polymorphic and polyphagous,
causes the disease known as anthracnose in mango (Mangifera indica L.) (Nelson, 2008 and Parra,
2008). In Cuba, different hydroalcoholic extracts for use in the pharmaceutical, cosmetic, food and
medicine are produced. However, there are a few related to the application of these extracts for the
control of pathogens that cause disease in fruit studies. The aim of this study was to evaluate the
effect of two propolis hydroalcoholic extracts (PHE) in the control of C. gloeosporioides causal agent
of mango antracnosis.

Keywords: propolis, extracts hidroalcohdlic, causal agent of the antracnosis in the mango

INTRODUCCION

El propdleos es una sustancia resinosa elaborada por varias especies de abejas meliferas (Apis spp.)
(Gil et al., 2012) a partir de los brotes y exudados de ciertas plantas. Una de las propiedades mas
importantes del propdleos es su actividad antimicrobiana, que se atribuye fundamentalmente a la
presencia de flavonoides (pinocembrina, galangina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato), ésteres
bencilicos del acido p-cumarico, mezclas de ésteres del acido caféico, acidos fendlicos entre otros.

(Kalogeropou, 2009).
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El hongo Colletotrichum gloeosporoides (Penz.) Penz. & Sacc se considera muy polimdrfico y
polifago, ocasiona la enfermedad conocida como la antracnosis en el mango (Mangifera indica L.)
(Nelson, 2008 y Parra, 2008).

La incidencia y severidad de los dafios por la antracnosis en las frutas de mango afectan su calidad
comercial y provocan pérdidas elevadas durante la conservacion y comercializacion. Su control en la
pos cosecha se efectua mediante los métodos fisicos (hidrotérmico) y quimico o la combinacion de
ambos. La inmersion de las frutas a 53°C por 5 min. y las aplicaciones de fungicidas como el Imazalil
y Procloraz a 250 mg/L, 500 mg/L y 750 mg/L son recomendadas (Arias y Carrizales, 2007 y Mulkay
et al., 2010).

En Cuba, el mango es la fruta que mas se produce en el pais, representando mas del 30% de la
produccion total de frutales (MINAG, 2007) y existe un gran interés en incrementar su
comercializacion hacia el mercado en fresco (frontera y exportacion), pero las pérdidas durante la
postproduccion son elevadas, siendo una de las principales causas la incidencia de la antracnosis.
Teniendo en cuenta las tendencias actuales del consumo de frutas sin residuos quimicos, otras
alternativas se buscan para el control de las enfermedades poscosecha, como es la aplicacion de los
productos bioactivos. Diferentes estudios in Vitro muestran que el propdleos tiene propiedades para
inhibir el crecimiento miceliar en varios hongos fitopatégenos (Martinez, 2009; Palomino et al., 2010y
Abramovic, et al., 2012).

En Cuba, se producen diferentes extractos hidroalcohdlicos para su empleo en la industria
farmaceutica, cosmética, alimentaria y en la medicina. Sin embargo, existen escasos estudios
relacionados con la aplicacion de estos extractos para el control de patdgenos que ocasionan
enfermedades en los frutos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos extractos hidroalcohdlicos de propéleos (EHP)

en el control de C. gloeosporioides agente causal de la antracnosis en el mango.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio in vitro se aisl6é el hongo C. gloeosporioides de frutos de mango con sintomas de
antracnosis, se identificé y se conservd en el laboratorio de Patologia Poscosecha del Instituto de
Investigaciones en Fruticultura Tropical.

Los extractos hidroalcohdlicos (EHP) rojo (10%) y pardo (7%) se obtuvieron en el Centro de
Investigaciones Apicolas y se probaron a las concentraciones de 500 mg/L, 2000 mg/L, 3000 mg/L,
5000 mg/L y 10000 mg/L.

En enlermeyers con 50 mL de medio papa dextrosa agar (PDA) previamente licuados se afiadieron
los dos EHP para cada concentracion y se utilizé un enlermeyer sin aplicacion (testigo) y uno con

etanol 70%. El PDA se extendi6é en placas Petri (5 réplicas) y después de solidificado se ubicé en el

11 APICIENCIA. La Revista Cubana de Ciencia Apicola



EVALUACION DE DOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE PROPOLEOS EN EL CONTROL IN VITRO DE Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS EN EL MANGO (Mangifera indica L.)

centro de cada placa un disco de 0,5 cm de diametro de la colonia del hongo, tomados de la periferia
de las colonias a partir de cultivos puros con siete dias de edad.

Las placas Petri se incubaron a 27 + 1°C durante 7 dias y el efecto de los dos EHP se determino
mediante las siguientes evaluaciones:

¢ La medicién del diametro de crecimiento de las colonias (cm) en forma diagonal con una regla
acrilica graduada.

e Para la produccion de conidios se tomaron 5 discos de 0,5 cm de diametro de las colonias en
la zona cercana al inéculo (3 réplicas) y se realizaron diluciones cuantitativas de 10 2. Con
una camara de Neubauer y un microscopio Olympus (40x) se efectuaron los conteos
(conidios/mL).

e Para la germinacién de los conidios se utilizd una concentracién de 10 2 conidios/mL, se
tomaron 100 uL y se extendieron en una pelicula con PDA mas los EHP a 500 mg/L, 2000
mg/L, 3000 mg/L, 5000 mg/L 10000 mg/L y 0 mg/L (testigo) sobre portaobjetos (3 réplicas) y
se incubaron a 27 + 1C°. El porcentaje de germinaciéon se determind sobre la base de 100
conidios con un microscopio Olympus (40x) a las 8 horas.

Los experimentos se ejecutaron mediante un disefio completamente aleatorizado. Los datos se
analizaron mediante un ANOVA Bifactorial. Las medias se compararon por la Prueba de Tukey
(p=<0,05). Se utiliz6 el programa estadistico STATISTICA Version 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los dos EHP a las cinco concentraciones mostraron actividad antifungica sobre C. gloeosporioides.
El crecimiento del hongo se redujo significativamente en comparacion con el testigo, a 5000 mg/L la
colonia crecié 1.84 cm con el EHPR y 1.78 cm con el EHPP, lo que representé un 73.7% y 74.5%
respectivamente y a 10000 mg/L fue inhibido totalmente. La aplicacion del etanol no influyé en el
crecimiento del hongo (Fig.1 y Fig.2). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Sosa et al.,
2000 quienes controlaron el crecimiento C. gloeosporioides con una solucion etandlico de propdleos
a 10 000 mgl/L.

Otros autores reportaron la actividad antifungica de los extractos etandlico para el género de
Colletotrichum, pero no coinciden con los resultados expuestos en este trabajo, en cuanto a las dosis
recomendadas. Pineda et al., 2010 encontraron un 30% de inhibicién del crecimiento de tres aislados
de Colletotrichum con diluciones del propodleos al 15%, 20% y 30%, mientras que Barrera et al., 2012
hallaron un 57% de inhibicion del crecimiento de C. gloeosporioides al primer dia de incubaciéon con
la aplicacién de extracto etandlico de propdleos a 5000 (ug mL™), sin embargo a los 6 dias de
incubacion se redujo a 23%, lo que le confiere un efecto fungistatico. También Cupull et al., 2013 con
extractos etandlicos de propdleos obtenidos de tres provincias de Cuba, el crecimiento de

Colletotrichum spp se inhibi6 a valores de hasta 32 mm a la dosis de 400 mg/L. Por otro lado, Obasa
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et al.,, 2007 encontraron una inhibicion del crecimiento micelial del hongo Colletotrichum

lindemutianum a concentraciones mayores al 5%.
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Fig.1. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos (EHP) rojo (10%) y pardo (7%) en el crecimiento de las
colonias de C. gloeosporioides. Las barras representan las medias de crecimiento de las colonias.
Desviacion Estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas por la Prueba de Tukey
(p<0,05).

Estos resultados demuestran que el control del crecimiento de los hongos del género Colletotrichum
es mayor a medida que se incrementa la concentracion del extracto de propéleos. Las diferencias en
la actividad antifungica por efecto de concentraciéon posiblemente estén asociadas a un mayor
contenido de los metabolitos bioactivos del tipo diterpénico, flavonoide y fendlico presentes en el
extracto (Markham et. al., 1996). También, la composicion de este producto de la colmena es
altamente variable y dependiente de la flora local en el sitio de recoleccion (Marcucci 1995; Bankova
et al., 1996; Martinez, 2008).
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Fig.2. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos (EHP) rojo (10%) y pardo (7%) en el porcentaje de

inhibicion del crecimiento de las colonias de C. gloeosporioides. Las barras representan las medias
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del porcentaje de inhibicién de crecimiento de las colonias. + Desviacion Estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas por la Prueba de Tukey (p<0,05).

La produccion de conidios C. gloeosporioides disminuyé significativamente en comparaciéon con el
testigo, los valores mas bajo se observaron a partir 2000 mg/L con el EHPP. A 10 000 mg/L no hubo
crecimiento de las colonias, por lo que no se produjo esporulacion (Fig.3). Estos resultados son
importantes teniendo en cuenta que los conidios son considerados la principal fase infectiva de este
patdégeno, que se trasladan fundamentalmente por el aire y el agua y se depositan en la superficie de
las hojas, ramas, flores y frutos, bajo determinadas condiciones de temperatura, humedad relativa y
caracteristicas propias de la maduracion de las frutas se produce el desarrollo de la enfermedad. Sin

embargo, para efectos comparativos, la literatura revisada, no reporta esta determinacion.
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Fig. 3. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos (EHP) rojo (10%) y pardo (7%) en la conidiacion C.
gloeosporioides. Las barras representan las medias de crecimiento de las colonias. * Desviacion

Estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas por la Prueba de Tukey (p<0,05).

A las 8 horas, el EHPP redujo significativamente la germinacién de los conidios de C. gloeosporioides
en comparacion con el testigo y controlé a 10 000 mg/L, mientras que el EHPR control6é a 3000 mg/L
(Fig.4). Corrado (2008) encontr6 un efecto positivo en la inhibicion de la germinacion de
Colletorichum aislado de aguacate con extractos etandlicos de propdleos a 5 mg/L, resultado que no
coincide con los obtenidos en este estudio en cuanto a la dosis utilizada.

La sensibilidad del C. gloeosporioides demostrada frente a los extractos hidroalcohdlicos rojo y pardo
permite sefalar que la aplicaciéon de estos productos de origen natural podrian ser una alternativa
para el control este patdégeno, causante de enfermedades en la poscosecha de frutas, principalmente
el mango. Ademas se ha reportado sus efectos positivos en la combinaciéon con otros tratamientos
poscosecha que contribuyen alargar la vida de anaquel de las frutas como son la aplicacién de los

recubrimientos o peliculas comestibles (Pastor et al. 2010; Figueroa et al., 2011).
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Fig. 4. Efecto de los extractos hidroalcohdlicos (EHP) rojo (10%) y pardo (7%) en la germinacion de
los conidios de C. gloeosporioides. Las barras representan las medias de crecimiento de las colonias.
+ Desviacion Estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas por la Prueba de Tukey
(p<0,05).

CONCLUSIONES

e Los extractos hidroalcohdlicos rojo (10%) y pardo (7%) muestran actividad antifingica sobre
C. gloeosporioides, la cual se manifiesta en el crecimiento de las colonias, la concentracion y
germinacion de los conidios.

o El efecto de los extractos hidroalcohdlicos rojo (10%) y pardo (7%) varia de acuerdo a la
estructura somatica y reproductiva de C. gloeosporioides.

e Los extractos hidroalcohdlicos rojo (10%) y pardo (7%) a 10000 mg/L fue la concentracion

mas efectivas en el crecimiento y germinacion de C. gloeosporioides.
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