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RESUMEN

Los meliponinos son abejas de pequeno tamano, presentan alas con
venacion disminuida y reduccion del aguijon en las hembras. Son especies
productoras de miel y también de propodleo, que es una sustancia
resinosa elaborada por las abejas a través de la mezcla de secreciones
salivares y el exudado colectado de materiales vegetales, es considerado
un subproducto de la colmena que siempre acompana a las abejas.
Posee propiedades como antinflamatoria, antioxidante, antibacteriana,
antifingica, inmunoestimulante y hepatoprotectora. El objetivo del trabajo
es evaluar in vitro la propiedad antiflingica de propoleos provenientes de
Tetragonisca angustula y Plebeia droryana que inhiban el desarrollo de
Penicillium digitatum y Aspergillus seccion nigri. Para lo cual se trabajo
con propoleos del meliponario de la F.C.A., mediante dos métodos, el de
sembrado por extension en placa o césped y el método de Kirby Bauer.
Se determind que a mayor concentracion de los extractos mayor accion
antifingica sobre los hongos mencionados.

Palabras clave: propoleos, antiflngico, Penicillium digitatum, Aspergillus
seccion nigri.

SUMMARY

Meliponines are small bees, presenting wings with diminished venation, and
sting reduction in females. They are honey and propolis producing species,
which is a resinous substance made by bees through the mixture of salivary
secretions and the exudate collected from plant materials, it is considered
a by-product of the hive that always accompanies bees. It has anti-
inflammatory, antioxidant, antibacterial, antifungal, immunostimulating
and hepatoprotective properties. The objective of the work is to evaluate in
vitro the antifungal property of propolis from Tetragonisca angustula and
Plebeia droryana that inhibit the development of Penicillium digitatum and
Aspergillus section nigri. Propolis from the F.C.A. meliponary was used, by
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means of two methods, sowing by extension in plate or grass and the Kirby
Bauer method. It was determined that the higher the concentration of the
extracts, the greater the antifungal action on the aforementioned fungi.

Keywords: antifungal, Aspergillus section nigri, Penicillium digitatum,

propolis

INTRODUCCION

Las abejas nativas sin aguijon (ANSA) son un
grupo de insectos sociales del continente americano
(Baquero y Stamatti, 2007). Se distribuyen a lo largo
de todas las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, principalmente entre los 30° de latitud norte
a los 30° de latitud sur. En Sudamérica se conocen
y estudian alrededor de 400 especies, mientras que
en la Argentina habitan mas de 35 especies nativas,
pertenecientes a 18 géneros. Tetragonisca angustula
y Plebeia droryana pertenecen a la Tribu Trigonini,
donde se incluyen abejas pequenas a medianas con
escasa 0 moderada pilosidad (Gennari, 2019).

Las abejas “plebeias” se encuentran entre las mas
pequenas en el grupo de abejas sin aguijon. Plebeia
droryana es de color negro con el abdomen mas claro
y en general, posee lineas amarillas que flanquean
la espalda, lo cual es una caracteristica evidente de
estas especies, ademas de que les gusta chupar el
sudor. Por otra parte, Tetragonisca angustula es una
abeja muy delgada de abdomen alargado, de cabeza
y torax negro brillante y abdomen amarillo. No realiza
una defensa agresiva del nido y al volar deja colgando
las patas traseras (Arnold et al., 2018). Ambas hacen
sus nidos en cavidades de arboles y la entrada a sus
nidos esta formada por tubos construidos con ceray
resina (Zamudio & Alvarez, 2016).

Al igual que las abejas meliferas comunes, las
abejas nativas son insectos productores de miel,
cera y propoleo pero, por lo comin, son mucho mas
pequenas, dociles y carecen de aguijon, por lo cual
resultan aptas para ser criadas en ambitos, como
hogares y escuelas donde la abeja melifera seria
riesgosa para personas sensibles (Vossler, 2019). Sus

productos son apreciados, pero el beneficio mas
importante que proporcionan es la polinizacion de
la flora silvestre y de muchas especies vegetales
cultivadas ya que pecorean flores pequenas donde
no pueden extraer néctar las abejas Apis mellifera 'y
por lo cual son consideradas como los polinizadores
de mayor importancia en los tropicos (Alvarez, 2018;
Pimentel, 2017).

El propoleo es un término usado para denominar
el material resinoso y balsamico colectado y
procesado por las abejas. Para su elaboracion,
recolectan diferentes resinas de cortes y le anaden
enzimas a través de su saliva, ademas de balsamos
vegetales, ceras, aceites esenciales y polen. Es usado
para sellar, cubrir y proteger el interior de la colmena
de la humedad, posibles depredadores y de agentes
patogenos, a manera de una delgada capa de barniz
(Ramirez, 2004). Es uno de los mejores antibidticos
naturales hasta ahora conocidos debido a su
actividad antimicrobiana y antioxidante, conteniendo
numerosos principios activos con actividad biologica
como flavonoides, acidos fenodlicos organicos,
cumarinas, vitaminas y oligoelementos (Huang et al.,
2014; Perea & Mosquera, 2019). Entre las propiedades
que presentan, se mencionan: antiflingica, antiviral,
antiinflamatoria, antitumoral y antioxidante (Mohtar
et al., 2020).

Penicillium digitatum es un hongo necrotrofo
causante de la podredumbre verde o enfermedad
del moho verde y es el patogeno mas importante
en la postcosecha de citricos en todas las zonas
productoras siendo responsable de hasta el 90% de
las pérdidas totales de citricos (Costa et al., 2021;
Harries, 2013).
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Aspergillus seccion nigri es un importante
productor de ocratoxina A, una de las micotoxinas
mas abundantes en el mundo (Castrillo et al., 2014;
Juarez et al., 2019). Estos metabolitos secundarios son
capaces de generar cuantiosas pérdidas economicas
al contaminar una gran variedad de materias primas
y alimentos destinados a consumo humano vy
animal, ademas desencadenar cuadros patologicos
(Alvarenga et al., 2013).

Por otra parte, es importante destacar los riesgos
que generan estos hongos en los productos de las
colmenas. La calidad de la miel de las Meliponas esta
relacionada con las condicionessanitarias del entorno
donde estas desarrollan su vuelo. Una primera forma
de contaminacion puede ser con microorganismos
provenientes del polen, del tracto digestivo de las
abejas, del néctar o del medio ambiente (Coll, et al.,
2008).

El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la
propiedad antiflingica de extractos de propoleos de
Tetragonisca angustula y Plebeia droryana, sobre
hongos aislados de sus colmenas que puedan llegar
a ser perjudiciales para estas abejas.

MATERIALES Y METODOS
Hongos

Las cepas de Penicillium digitatum y Aspergillus
seccion nigri empleadas en este estudio fueron
aisladas de las colmenas de las especies Tetragonisca
angustula y Plebeia droryana pertenecientes al
Meliponario del Laboratorio de Sanidad Apicola y
Meliponicola de la Facultad de Ciencias Agrarias, Univ.
Nac. de Jujuy.

Propaéleos

Las muestras de propoleos se obtuvieron de dos
colmenas del meliponario, una correspondiente a
Tetragonisca angustula y otra a Plebeia droryana. Se
extrajo propoleos mediante espatulas y pinzas de las
tapas e interior de las colmenas y las muestras se
guardaron en frascos de vidrio al abrigo de la luz. Para
la obtencion del extracto las muestras de propoleos
en bruto fueron colocadas en refrigeracion a 0 °C,
luego trituradas, hasta reducir su granulometria y
se pesaron 30.0 g del propoleos, los cuales fueron
sometidos a un proceso de extraccion con 100 mL de
etanol al 70%. Posteriormente se filtrd con papel filtro
y a partir de los extractos etanolicos (C: concentrado)
se realizaron las diluciones 1/10 y 1/20 denominadas
-1, -2 respectivamente.
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Actividad antifiingica

El efecto antimicrobiano del propoleo de las
ANSA fue evaluado mediante la ejecucion de dos
técnicas durante el periodo Julio-octubre de 2021 en
el Laboratorio de Microbiologia Agricola y Sanidad
Apicola y Meliponicola (FCA, UNJu).

La primera técnica empleada fue la de sembrado
por extension en placa que consistid en depositar
20 pL de la solucion madre y de cada dilucion de
extracto de propoleo, en el centro de placas de Petri.
Luego se las distribuyo de manera uniforme sobre
la superficie del medio de cultivo empleando la
espatula de Drigalsky hasta su absorcion total por el
medio de cultivo.

La segunda técnica realizada corresponde al
método de Kirby Bauer, para lo cual se impregnaron
discos de papel secante esterilizados en cada una
de las soluciones de propoleo y se depositaron 4 de
los mismos en la superficie del agar de cada placa: 1
por cada dilucion. Durante la incubacion, el propéleo
difunde radialmente desde el disco a través del
agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a
medida que se aleja del mismo, dando origen al halo
de inhibicion que se pretende medir.

En ambas técnicas, los hongos Penicillium
digitatum 'y Aspergillus seccion nigri fueron
sembrados efectuando una puncion central en cada
placa. Se incubo en estufa a 25°C durante 7 dias y se
midio el diametro de micelio y del area de inhibicion
alrededor del disco de forma diaria.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados a partir de la prueba
de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos a partir
del programa Infostat version 2015 (Di Rienzo et al.,
2015).

RESULTADOS

Las pruebas realizadas con micelio de Aspergillus
seccion nigri y Penicillium digitatum mostraron un
mayor efecto antifingico frente a las soluciones
de propoleos de las dos especies de meliponas, de
mayor concentracion (C, -1). Los halos de inhibicion
presentaron valores de hasta 8 mm a los 5 dias de
incubacion (Tabla 1, Figura 1). El analisis estadistico
arrojo diferencias significativas entre los discos
testigos y los discos embebidos con las diferentes
concentraciones de las soluciones de propoleos
(p<0.05, p<0.0113, g.. 15).
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Las pruebas realizadas por la técnica de Drigalski
mostraron que las diferentes concentraciones de las
soluciones de propoleos inhibieron el crecimiento
de los hongos en estudio en similar medida (Tabla
2, Figura 2). El analisis estadistico no demostro
diferencias significativas de la actividad inhibitoria
de los propoleos de ambas especies de meliponas
(p>0.05, p=0.4514, g.1.15).
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Figura 1. Diametros promedios de halos de inhibicion en
milimetros (mm) de los propdleos de dos especies de
meliponas frente a los hongos en estudio. [TE: Tetragonisca
angustula, PL: Plebeia Droryana, AN: Aspergillus seccion
nigri, PD: Penicillium digitatum, T: Testigo, C: Concentrado,
-1: dilucion 1/10 y -2: dilucion 1/20]
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Figura 2. Diametros promedios de las colonias de hongos
en estudio en milimetros (mm) frente a las soluciones de
propoleos de dos especies de meliponas. [TE: Tetragonisca
angustula, PL: Plebeia Droryana, AN: Aspergillus seccion
nigri, PD: Penicillium digitatum, T: Testigo, C: Concentrado,
-1: dilucion 1/10 y -2: dilucion 1/20]
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Tabla 1. Halos de inhibicion promedio de las tres diluciones
de propoleos de Tetragonisca angustulay Plebeia droryana
procedentes del meliponario de la Facultad de Ciencias
Agrarias (UNJu). [T: testigo, C: concentrado, -1: dilucion 1/10

y -2: dilucion 1/20]

MELIPOMNAS HOMNGOS CDNCI?N 24hs [48hs|72 hs |96 hs (120 hs
TRACION

Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri T 5,0 3 5 3 5
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri C 6.7 6,7 7.3 7.3 7.3
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri -1 7.7 7.3 7.3 7.3 7.3
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri -2 5,4 54| 66 66 6,6
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum T 5,0 5 5 5 5
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum C &,7 67 7.3 7.3 7.3
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum -1 7.2 74 74| 74 7.4
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum -2 5,9 59 59 593 59
Plebeia droryana Aspergillus seccidn nigri T 5,0 5 5 5 5
Plebeia droryana Aspergillus seccian nigri C 7.1 74 74| 74 7.4
Plebeia droryana Aspergillus seccian nigri -1 6,2 6,2 8,2 62 6,2
Plebeia droryana Aspergillus seccian nigri -2 6,5 6,5 6,5 65 6,5
Plebeia droryana Penicillium digitatum T 5,0 3 5 3 5
Plebeia droryana Penicillium digitatum C 8,7 87 3,7 87 8,7
Plebeia droryana Penicillium digitatum -1 6,1 6,1 6l 61 6,2
Plebeia droryana Penicillium digitatum -2 5,8 58| 58| 58| 58

Tabla 2. Diametro promedio de las colonias de Aspergillus
seccion nigri y Penicillium digitatum de las diluciones de
propoleos de meliponas procedentes del meliponario
de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNJu). [T: testigo, C:
concentrado, -1: dilucion 1/10 y -2: dilucion 1/20]

MELIPOMAS HOMNGOS CONCENTRACION DIAMETROS DE COLONIAS DE
HONGOS (mm)
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri T 50,7
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri C 37.8
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri -1 35,7
Tetragonisca angustula  |Aspergillus seccion nigri -2 35,7
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum T 414
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum C 29,8
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum -1 29,3
Tetragonisca angustula  |Penicillium digitatum -2 37.0
Plebeia droryana Aspergillus seccion nigri T 50,7
Plebeia droryana Aspergillus seccion nigri C 351
Plebeia droryana Aspergillus seccion nigri -1 34,3
Plebeia droryana Aspergillus seccion nigri -2 38,0
Plebeia droryana Penicillium digitatum T 44,6
Plebeia droryana Penicillium digitatum C 28,6
Plebeia droryana Penicillium digitatum -1 28,8
Plebeia droryana Penicillium digitatum -2 27,5
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DISCUSION

En los Gltimos anos se ha prestado bastante
interés a la exploracion del propdleo como
antibacteriano y fungicida (Hashemi, 2016). La
actividad del propodleo en el control de hongos
fitopatogenos ha sido poco explorada (Cupull
Santana, 2013). A. seccion nigri y P. digitatum
aislados del interior de colmenas de meliponas
pertenecen al grupo de hongos patogenos de
importancia agricola.

De acuerdo a los resultados obtenidos de las
pruebas para determinar la propiedad antiflingica
de los propoleos de T. angustula y P. droryana
frente a estos hongos, se pudo determinar la
inhibicion de los mismos (Figuras 1y 2); lo que
coincide con estudios realizados in vitro e in vivo
con algunos micopatogenos agricolas, en que
los extractos etanolicos de propoleos han sido
efectivos para reducir el crecimiento de Aspergillus
niger, Fusarium sp., Macrophomina sp., Penicillium
notatum, Phomitopsis sp. (Quiroga et al.,, 2016),
Penicillium digitatum (Matny, 2015), entre otros.

De acuerdo a Coll et al. (2008) la contaminacion
de la miel puede deberse a microorganismos
provenientes del polen, del tracto digestivo de las
abejas, del néctar o bien del medio ambiente. Por
ello se resalta la importancia del poder antiflingico
de los propoleos frente a estos hongos presentes
en las colmenas, los cuales resultan agentes
contaminantes para la miel y otros productos
obtenidos de las meliponas.

Los resultados de inhibicion mediante las dos
técnicas (Drigalski & Kirby Bauer) evidenciaron la
propiedad antifungica de los propoleos. Por una
parte, mediante la disminucion del crecimiento
de las colonias de hongos en comparacion con la
colonia testigo vy, por la otra mediante los halos
de inhibicion causados por las soluciones de los
diferentes propoleos. Paraambos microorganismos
se determino que el menor crecimiento flngico
corresponde a la concentracion de propoleo mayor,
0 sea un aumento en la concentracion incrementa
la inhibicion del crecimiento micelial (Cupull
Santana, 2013).

CONCLUSION

Los extractos de propoleo de Tetragonisca
angustula y Plebeia droryana provenientes del
meliponario de la Facultad de Ciencias Agrarias de
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la UNJu manifiestan un efecto antifingico frente
a hongos patogenos de importancia agricola y que
resultan perjudiciales en los productos obtenidos
de sus colmenas por ladiseminacion de las esporas.
Los propoleos en estudio pueden ser utilizados
como una alternativa amigable de control de estos
hongos patogenos en la agricultura y perjudiciales
en los productos obtenidos en la actividad apicola.
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