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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto antifungico
del extracto hidroetandlico de propoleo
sobre Nigrospora osmanthi. Utilizandose
propdleo de abejas, se deshidratd, macero
y realizo el extracto hidroalcoholico 50/50,
con un tamizaje fitoquimico. El estudio fue
experimental evaluando el crecimiento
radial del hongo sobre cajas Petri con
medio PDA envenenado con extracto
hidroetandlico por 72 horas a dosis: T1 (25
%); T2 (50 %); T3 (75 %); T4 (100 %); T5
(Control), se utilizaron 10 réplicas. Los
datos fueron evaluados bajo un disefio
completamente al azar (DCA), analisis de
varianza (ANOVA), y prueba de Duncan 5
%, tabulados en el software Infostat 2020.
El tamizaje fitoquimico resultd positivo para
(Triterpenos, esteroides, alcaloides,
flavonoides, cloruro férrico y azucares
reductores), el estudio metagenémico
confirmé la especie Nigrospora osmanthiy
el mejor tratamiento se dio con la dosis de
extracto hidroetandlico de propoleo al 100
%. Esto mostré eficacia antifangica
significativa contra N. osmanthi.
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Abstract

The objective was to evaluate the
antifungal effect of the hydroethanolic
extract of propolis on Nigrospora osmanthi.
Bee propolis was used, dehydrated,
macerated and the hydroalcoholic extract
was made 50/50, a phytochemical
screening was performed: The study was
experimental evaluating the radial growth
of the fungus on Petri dishes with PDA
medium poisoned with hydroethanolic
extract for 72 hours at doses: T1 (25%); T2
(50%); T3 (75%); T4 (100%); T5 (Control),
10 replicates were used. The data were
evaluated under a completely randomized
design (DCA), analysis of variance
(ANOVA), and Duncan's 5% test, tabulated
in Infostat 2020 software. The
phytochemical screening was positive for
(Triterpenes, steroids, alkaloids, flavonoids,
ferric chloride and reducing sugars),the
metagenomic  study  confirmed the
Nigrospora osmanthi species and the best
treatment was given with the dose of 100%
hydroethanolic propolis extract. Propolis
showed significant antifungal efficacy
against N. osmanthi.

Keywords: Bee; Banana; Phytopathogenic
fungus; Metagenomics
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Introduccidén

El uso de productos naturales en la medicina y la agricultura ha cobrado gran relevancia en
las ultimas décadas (Vera et al., 2024). Entre estos productos, el propéleo, una resina
producida por las abejas, ha sido objeto de diversos estudios debido a sus propiedades
antimicrobianas y antifingicas (Suérez Quinodoz et al., 2013). Este extracto se ha utilizado
tradicionalmente para tratar diversas enfermedades y afecciones (Mayta-Tovalino et al.,
2012), lo que ha motivado la investigacion sobre su efectividad frente a hongos
fitopatdgenos.

Nigrospora osmanthi es un hongo que afecta a diversas plantas, causando pérdidas
significativas en cultivos agricolas (Yang et al., 2025). Su capacidad para desarrollarse en
condiciones adversas y su resistencia a tratamientos convencionales han hecho que sea un
foco de estudio en la busqueda de soluciones efectivas para su control (Oskay & Karatas,
2021). La necesidad de métodos de control alternativos ha llevado a la exploracion de
sustancias naturales (Jeres-Caguana et al., 2025), como el propoleo, que podrian ofrecer un
enfoque mas sostenible (Becerra-Rojas et al., 2022).

El extracto de propoleo se ha destacado por su rica composicion quimica, que incluye
flavonoides, acidos fendlicos y otros compuestos bioactivos (Delgado Aceves et al., 2025).
Estos componentes no solo le confieren al propdleo su potencial antifingico, sino que
también pueden actuar sinérgicamente para potenciar su efecto (Lozano-Lévano et al.,
2022). El estudio de estas interacciones es fundamental para comprender como el propoleo
puede ser utilizado como un agente de control biologico efectivo (Mufioz Rodriguez et al.,
2011).

La investigacion sobre el efecto antifungico del extracto de propdleo sobre Nigrospora
osmanthi no solo tiene implicaciones en la agricultura, sino que también puede contribuir al
desarrollo de estrategias mas amplias para el manejo de enfermedades en cultivos (Bucio-
Villalobos & Martinez-Jaime, 2017). Dado el creciente interés en practicas agricolas
sostenibles, es crucial explorar como las soluciones naturales pueden integrarse en los

sistemas de cultivo modernos (Vera et al., 2025).

Ademas, el uso de extractos naturales como el de propdleo se alinea con la tendencia global
hacia la reduccion del uso de productos quimicos en la agricultura (Sanchez et al., 2013). Al

investigar el potencial antifungico del propéleo, se abre la puerta a alternativas menos
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perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana (Londofio-Orozco et al., 2008). Esto
es especialmente relevante en un contexto donde la resistencia a fungicidas quimicos es un

problema cada vez mas presente (Garcia et al.,2024).

Los resultados de esta investigacion podrian proporcionar una base cientifica sdélida para la
utilizacién de propdéleo como un biocontrol en el manejo de enfermedades fungicas en
cultivos (Arboleda-Zapata et al., 2019). Asimismo, podrian incentivar la produccién vy
comercializacién de extractos de propdleo, favoreciendo a los apicultores y promoviendo
practicas agricolas mas sostenibles. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion consistio
en evaluar el efecto antifingico del extracto hidroetandlico de propéleo sobre Nigrospora
osmanthi y determinar su potencial como herramienta en el control de este hongo

fitopatégeno.
Materiales y métodos

El estudio se efectud en el laboratorio de quimica y microbiologia de la Facultad de ciencias
Agrarias de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (UPSE). Se realizé la extraccion
hidroetandlica 50/50 (V/V) a partir del propdleo de abeja (Apis mellifera). La muestra himeda
fue sometida a un proceso de secado a bajas temperaturas por largo periodos de tiempo en
un desecador de alimentos marca Ronco, modelo FD6000 con la finalidad de garantizar la
conservacion de los compuestos bioactivos. Posteriormente se sometio a un secado de 40°C

por72 horas en un desecador de alimentos con temperatura controlada.

Se realizo el extracto hidroalcohdlico al 50% por proceso de maceracion del material seco

obtenido durante 48 horas y finalmente filtrado para eliminar material extrafio.

Para el tamizaje quimico se emplearon técnicas simples, rapidas y selectivas para la
determinacion de los diferentes metabolitos secundarios. Se determino en el extracto los
compuestos organicos que de acuerdo a su solubilidad podian ser extraidos en estos

solventes. Se realizaron los siguientes ensayos:

Ensayo Reactivo Lieberman- Burchard (triterpenos o esteroides). Se aflade una solucion
reciente de una gota de acido sulfarico en 1 mL de anhidrido acético frio, al residuo desecado
del extracto (entre 1 a 10 mg) disuelto en cloroformo. La prueba es positiva si se observa

cambio de coloracion entre 2, 5, 20 y 60 minutos luego de mezclar.

- 113 -



Hombre, Cienciay Tecnologia ISSN: 1028-0871 Vol. 29, No.2, abr - jun, pp.111-121, 2025
Ensayo de Mayer (Alcaloides).A 1 mL del extracto se le afiade 3 gotas de Reactivo de Mayer,

la formacion de un precipitado color blanco indica la presencia de alcaloides.

Reactivo Wagner (Alcaloides). A 1 mL del extracto se le aflade 3 gotas de Reactivo de
Wagner, la formacion de un precipitado color rojo pardo/café oscuro indica la presencia de

alcaloides.

Prueba Shinoda (Flavonoides). A 1 mL del extracto se afiadié una limadura de magnesio y 3
gotas de &cido clorhidrico concentrado. Se observa un intenso burbujeo por la reaccion de la
limadura y la solucién adquiere una débil coloracion naranja al principio; conforme va
reaccionando la coloracion naranja se va intensificando, lo que indica la presencia de

flavonoides.

Cloruro férrico (Taninos/Fenoles). Se afiadi6 2 gotas de cloruro férrico al extracto. La

aparicion de un color verde negruzco indica la presencia de compuestos fendlicos.

Prueba Espuma (Aminoacidos). El extracto se sometid a una agitacion vigorosa durante 30
segundos. La presencia de las saponinas es indicada por la formacion de una espuma

persistente durante 3 minutos.

Fehling (Azucares Reductores). Se afiade 1 mL de sol Ay 1 mL de sol B a 0.5 mL del
extracto se calienta en bafio maria por 10 min, la aparicion de un precipitado rojo oscuro

CuUproso se reporta como pOSitiVO para azucares reductores.

La muestra de tejido vegetal fue tomada de cultivos locales de banano Cavendish, el hongo
fitopatdgeno fue aislado a partir de muestras de hojas necrosadas y sembradas en medio de
cultivo PDA con la ayuda de una cabina de seguridad. Las placas se incubaron a 28 °C

durante 72 horas y replicadas para su purificacion.

Se tomo6 una muestra del hongo y se analizé mediante perfil taxondmico por secuenciacion
masiva paralela metagendmica (metabarcoding ITS). Para esto se tomaron
aproximadamente 500mg de muestra desde donde se extrajo ADN por métodos
convencionales. Se verifico la calidad y cantidad del ADN obtenido mediante lectura
espectrofotométrica en nanodrop, ademas, se verificd su integridad a través de electroforesis

horizontal en gel de agarosa al 1%.
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Una vez realizado el analisis de calidad se amplificaron las secuencias diana con el primers
ITS: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA, TCCTCCGCTTATTGATATGC para hongos. Los
productos de PCR obtenidos se purificaron, cuantificaron y homogeneizaron para la creacién
de librerias SMRT. Se realizé un control de calidad de las bibliotecas y las que cumplian los

requisitos se procesaron para su secuenciacion en la plataforma PacBio Sequel Il.

Las lecturas obtenidas fueron limpiadas, ensambladas, contabilizadas utilizando software
bioinformético. Las secuencias quiméricas fueron eliminadas. Las secuencias finales fueron
identificadas mediante BLAST con un indice de identidad del 97% para hongos. Los
resultados se visualizaron con discos de Krona y tablas de unidades taxondémicas

operacionales.

Para evaluar el crecimiento radial del hongo sobre cajas Petri con medio PDA envenenado
con extracto hidroetanolico por 72 horas se establecieron los siguientes tratamientos: T1 (25
%); T2 (50 %); T3 (75 %); T4 (100 %); T5 (Control), se utilizaron 10 réplicas. Los datos fueron
evaluados bajo un disefio completamente al azar (DCA), analisis de varianza simple
(ANOVA), y prueba de Duncan 5 %, tabulados en el software Infostat 2020 y graficados en
Excel Microsoft 2023.

Resultados y discusion
Andlisis quimico del extracto de propdleos

El tamizaje fitoquimico resultd positivo para triterpenos, esteroides, alcaloides, flavonoides,

cloruro férrico y azucares reductores (tabla 1).

Tabla 1. Tamizaje quimico del extracto de propéleo

Parametros Método de referencia Resultados

Triterpenos /Esteroles Reactivo Lieberman-Burchard +

Reactivo Mayer +
Alcaloides Reactivo Wagner +

Reactivo Dragendorff +
Flavonoides/Antocianinas Prueba Shinoda +
Taninos/Fenoles Cloruro férrico +
Azucares reductores Fehling +
Aminoacidos Espuma +

Positivo (+)
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En conjunto, la presencia de estos diversos compuestos bioactivos sinérgicamente
contribuye a las multiples propiedades farmacoldgicas del propdleo, incluyendo su actividad
antimicrobiana (antifingica, antibacteriana, antiviral), antiinflamatoria, antioxidante vy
potencialmente antitumoral (Premoli et al., 2010). Esta complejidad quimica es la base de su
uso tradicional y su creciente interés en la investigacion cientifica para diversas aplicaciones

en salud y conservacion de alimentos.
Analisis de perfil taxonémico

Tanto las concentraciones como las calidades del ADN obtenido de las muestras fueron

adecuadas para proceder a la preparacion de librerias y la posterior secuenciacion (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del proceso de extraccion de ADN, secuenciacion masiva y analisis

o Concentracion Total de Namero de
Cadigo A260/A280  A260/A230 OTUs* i
muestra (ng/pl) lecturas secuencias
H637 690 2 2 37,765 120 37,565

bioinformatico
Unidades Taxonémicas Operativas (OTUS)

La tabla describe que la muestra tuvo una concentracion de ADN alta, una pureza de ADN
razonable y produjo un numero considerable de lecturas de secuencia que se agruparon en
120 Unidades Taxondmicas Operacionales. Estos resultados sugieren que el proceso de
extraccion de ADN y secuenciacion fue exitoso y proporciond datos suficientes para el
analisis de la diversidad microbiana presente en la muestra H637.Siendo asi que en la
muestra existe una predominancia del 97% de Nigrospora osmanthi perteneciente al filo

Ascomycota como se muestra el disco de Krona en la figura 1.

- 116 -



Hombre, Ciencia y Tecnologia ISSN: 1028-0871 Vol. 29, No.2, abr - jun, pp.111-121, 2025

=
&
2
E
@
o
@
B
@
=
&

Figura 1. Resultado del perfil taxonémico ITS de la muestra H637

Esto sugiere que el andlisis basado en secuenciacion de ADN ha determinado con alta
probabilidad que el organismo estudiado pertenece a esta especie especifica dentro del
género Nigrospora, que a su vez se clasifica dentro de la clase Sordariomycetes, el filo
Ascomycota y finalmente el Reino Fungi. Esta especie puede ser fitopatbgeno en diversos

hospedantes identificado en plantas causando manchas foliares causante de enfermedades
(Zambrano et al., 2025).

Cinética de crecimiento de N. osmanthi sobre el extracto de propdleo

La figura 2 muestra el crecimiento radial (en milimetros) del hongo N. osmanthi en placas de
Petri que contienen agar PDA envenenado con extracto hidroetandlico de propéleo a

diferentes concentraciones (T1: 25%, T2: 50%, T3: 75%, T4: 100%) y un control sin propéleo
(T5: 0%). El crecimiento radial se midi6é a las 24, 48 y 72 horas.
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Figura 2. Cinética de crecimiento del hongo Nigrospora osmanthi bajo el efecto de diferentes

dosis del extracto hidroetan6lico de propéleo 50/50

Se observa una tendencia significativa de inhibicion del crecimiento radial de N. osmanthi a
medida que aumenta la concentracion del extracto hidroetandlico de propoleo. El tratamiento
control (T5) muestra el mayor crecimiento radial en los tres tiempos de evaluacion, lo que
indica el crecimiento normal del hongo en ausencia del extracto. A las 24 horas, el
crecimiento radial es relativamente bajo en todos los tratamientos, incluyendo el control. Con
el tiempo (48 y 72 horas), el crecimiento radial aumenta significativamente en el control (T5) y
en los tratamientos con concentraciones mas bajas de propodleo (T1 y T2).El tratamiento con
la concentracion mas alta de propoleo (T4: 100%) muestra la inhibicibn mas marcada del

crecimiento radial en los tres tiempos evaluados.

Los resultados de esta figura sugieren que el extracto hidroetandlico de propdleo posee
actividad antifangica contra N. osmanthi, y esta actividad es dependiente de la concentracion.
A concentraciones mas altas de propoleo, se observa una inhibicion mas efectiva del
crecimiento radial del hongo. Este hallazgo concuerda con varios estudios que han
demostrado las propiedades antifungicas del propdleo contra una amplia gama de hongos
(Cibanal et al., 2019). La actividad antifungica del propdleo se atribuye a su compleja
composicién quimica, rica en compuestos fendlicos, flavonoides, acidos aromaticos y otros
metabolitos secundarios (Becerra-Rojas et al., 2022). Estos compuestos pueden actuar a
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través de diversos mecanismos, incluyendo la disrupcion de la membrana celular fangica, la
inhibicion de la sintesis de la pared celular, la interferencia con el metabolismo energético y la

inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos (Bedascarrasbure et al., 2004).

La marcada inhibicion observada en el tratamiento T4 (100% propéleo) podria deberse a la
accion sinérgica de la alta concentracién de estos compuestos bioactivos, lo que resulta en
un ambiente altamente desfavorable para el crecimiento de N. osmanthi. Por otro lado, las
concentraciones mas bajas (T1 y T2) pueden no haber alcanzado la concentracion umbral
necesaria para ejercer una inhibicion significativa, permitiendo un crecimiento progresivo del

hongo con el tiempo.

La diferencia en el crecimiento radial entre los tratamientos a las 72 horas es particularmente
notable, lo que subraya la importancia de la concentracion del propdleo para controlar el
crecimiento de este hongo. El crecimiento significativo en el control (T5) confirma que el
medio de cultivo era adecuado para el desarrollo fungico en ausencia del agente antifungico.
Es importante destacar que Nigrospora es un género de hongos con diversas especies,
algunas de las cuales son fitopatdgenos y pueden causar enfermedades en plantas (Pineda
et al., 2007). El control de su crecimiento mediante agentes naturales como el propdleo

podria tener implicaciones importantes en la agricultura y la fitopatologia.
Conclusiones

El analisis quimico del extracto de propdleo reveld la presencia de diversos compuestos

bioactivos conocidos por sus propiedades antifungicas.

El analisis taxonémico de la muestra H637 identificdé con alta confianza 97% Nigrospora

osmanthi, como el hongo predominante.

Los ensayos de cinética de crecimiento demostraron que el extracto hidroetandlico de
propodleo inhibe significativamente el crecimiento radial de N. osmanthi de manera dosis-

dependiente, siendo la concentracién al 100% la mas efectiva.

Estos hallazgos sugieren el potencial del extracto de propdéleo como agente antifungico
natural contra N. osmanthi, lo cual podria ser relevante en contextos agricolas o

fitopatolégicos donde este hongo pueda ser perjudicial.
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