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Resumen

La antracnosis en frutos de palto es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides,
patégeno que provoca la descomposicion de los frutos durante la poscosecha. El propoleo
producido por las abejas (Apis mellifera L.) es una resina que posee efectos antifungicos y
antibacterianos atribuidas a su contenido de compuestos fenélicos, flavonoides y terpenos. El
objetivo fue evaluar el efecto antifungico de Extractos Etandlico de Propoleos (EEP) frente a
C. gloeosporioides, para lo cual se utilizaron muestras de propdleos procedentes de las
localidades de Cangallo, Luis Carranza y San Miguel preparadas a tres concentraciones 25%,
50% y 75%. Se trabajé con un Disefio Completo al Azar (DCA), con 10 tratamientos y 5
repeticiones, empleando la metodologia de medio contaminado. El hongo fue inoculado en
medio PDA mediante discos de micelio con mediciones diarias. Para el analisis quimico de los
EPP, se utiliz6 la metodologia de cromatografia en capa fina para la identificacion de
flavonoides y cromatografia gases acoplado a espectrometria de masas para la deteccion de
compuestos volatiles. Los resultados obtenidos con la férmula de porcentaje de inhibicion de
crecimiento micelial (PICM) evidenciaron que todos los EEP inhiben el crecimiento del C.
gloeosporioides. Las mayores inhibiciones se registraron a la concentracion del 75 %, con
valores de 69.85 % para Luis Carranza, 68.91 % para Cangallo y 59.37 % para San Miguel.
Asimismo, los andlisis cromatograficos revelaron que los propoleos de Luis Carranza y
Cangallo presentaron mayor diversidad de flavonoides, mientras que los de Luis Carranza
mostraron la mayor cantidad de compuestos volatiles segiin los resultados obtenidos por

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

Palabras claves: Propdleo, Colletrotrichum gloeosporioides, cromatografia de capa

fina y de gases, Extractos Etandlico de Propdleos (EEP) y efecto antifungico.



Introduccion

El cultivo de palto (Persea americana Mill) forma parte de la vida del hombre desde
hace miles de afios. En los Gltimos afios, se ha convertido en uno de los cultivos mas valorados
a nivel mundial. Esto puede deberse a sus destacadas propiedades nutricionales y a los
beneficios que brinda para la salud. La palta ha adquirido importancia econémica por los
avances en temas agrondémicos del cultivo, como la mejora genética para obtener variedades
mas resistentes a distintas enfermedades, técnicas de riego eficientes, fertilizacion y manejo de
plagas, lo que ha permitido aumentar los rendimientos y la calidad del fruto. En nuestro pais, la
produccion de palta también ha mostrado una tendencia creciente, siendo la variedad Hass la
mas apreciada. Esta variedad se destaca no solo por su excelente composicion nutricional, sino
también por su céscara gruesa, que facilita su transporte y almacenamiento, lo que ha sido clave

para su éxito comercial (Zapata et al., 2020).

El fruto de palto es uno de los frutales de mayor importancia comercial en Pert; sin
embargo, las pérdidas poscosecha de este cultivo estan asociadas principalmente con factores
como la manipulacion inadecuada en la cosecha, dafios mecanicos, almacenamiento deficiente
y transporte inapropiado. Estos aspectos no solo afectan la calidad del fruto, sino que también
favorecen el desarrollo y ataque de enfermedades que reducen el valor comercial (Benitez et

al., 2021; Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI, 2008)).

La palta enfrenta problemas en su almacenamiento, siendo uno de los problemas mas
criticos la presencia de patdégenos como Colletotrichum gloeosporioides, agente causal de la
antracnosis. Este hongo forma apresorios que le permiten penetrar la cuticula del fruto, lo que
facilita el desarrollo de una hifa subcuticular que permanece inactiva hasta que el fruto madure
o surjan las condiciones adecuadas de temperatura y humedad. Con los cambios fisiologicos
que ocurren cuando el fruto madura, el hongo se reactiva y comienza a causar sintomas de la
enfermedad, ocasionando pérdidas economicas de hasta el 20% de la produccion (Tapia et al.,
2020). Segun Mayek - Pérez et al. (2009), Colletotrichum gloeosporioides es un hongo que
tiene la capacidad de permanecer en un estado de infeccion latente en el fruto, lo que complica

su control y manejo en condiciones poscosecha.

Beno y Prusky (2000, Mayek - Pérez et al. 2009) sefialan que la antracnosis provoca
pérdidas importantes durante el almacenamiento y la comercializacion, debido al deterioro de

los frutos. La sintomatologia inicial se manifiesta con la aparicion de manchas blandas,



humedas, ligeramente decoloradas y de forma circular. Con el tiempo, estas manchas se tornan
de color café oscuro y presentan masas de conidias de color rosa o salmoén en el pericarpio. Este
proceso de deterioro lleva al ablandamiento y pudricion de la pulpa o mesocarpio, lo que a

menudo resulta en la pérdida total del fruto.

El propoleo es un material resinoso colectada por las abejas (Apis mellifera L.) a partir
de diversas exudaciones de brotes, néctar de flores y otras secreciones de las plantas. Este
material es transportado a la colmena, donde las abejas lo utilizan para sellar grietas y agujeros,
embalsamar invasores que logran ingresar a la colmena y ofrecen proteccion quimica contra
microorganismos patdgenos. Las abejas recolectan con sus mandibulas, resinas de las yemas,
peciolos, brotes y grietas de diferentes arboles, y estando en las colmenas son combinadas con
secreciones salivales, ceras, enzimas (Luna y Polo, 2024). Se ha identificado que el propoleo
contiene al menos 300 compuestos diferentes, cuya concentracion varia dependiendo del origen
geografico, botdnico y de la época de recoleccion. La interaccion de estos compuestos es
esencial para sus actividades bioldgicas, como las propiedades antibacteriana y antifungica

(Rodriguez, 2020).

La tendencia global estd experimentando un cambio hacia la reduccion del uso de
fungicidas en la produccion de alimentos, debido a la creciente preocupacion por los efectos
negativos de estos productos en la salud humana y el medio ambiente. En este contexto, se
viene generando interés en los productores y cientificos, sobre la busqueda de alternativas mas
seguras y ecoldgicas para reducir las pérdidas poscosecha de frutas, asi como la prevencion del

ataque de enfermedades en las plantas.

Una alternativa es la aplicacion de extractos etandlicos de propoleos, que inhiben el
crecimiento de hongos fitopatdogenos, entre ellos el Colletotrichum gloeosporioides, que es el
agente causal de la antracnosis en el palto. El uso de propoleo, debido a sus propiedades
antibacterianas y antifingicas, se presenta como una opcion para reducir la incidencia de esta
enfermedad durante la etapa de almacenamiento y transporte de los frutos. Esta estrategia no
solo contribuye a mantener la calidad de las frutas, sino que también representa un enfoque

sostenible y respetuoso con el medio ambiente.

Teniendo en cuenta los antecedentes relacionados a la produccion y el manejo
poscosecha, el trabajo de investigacion se llevo a cabo con el fin de alcanzar los siguientes

objetivos:



Objetivo general

Evaluar el efecto antifungico in vitro de extractos etanodlicos de propoleos de Apis mellifera en

Colletotrichum gloeosporioides de palto.
Objetivos especificos

1. Obtener extractos etanolicos de propoleos de Apis mellifera.

2. Reconocer las caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum gloeosporioides de palto.

3. Realizar el andlisis quimico de los extractos etanolicos de propoleos de Apis mellifera.

4. Comparar in vitro el efecto antifingico de los extractos etanolicos de propoleos de Apis

mellifera en Colletotrichum gloeosporioides de palto.



Capitulo I1

Marco tedrico

1.1. Antecedentes de la investigacion

Martinez (2009), al investigar el efecto antifiingico de los propoleos sobre tres hongos
fitopatogenos, llego a la conclusion que Colletotrichum spp, era mas sensible a los propdleos
mostrando una inhibicion en el crecimiento radical de hasta el 39% en concentraciones que
oscilaban entre 1000 y 5000 ppm. De manera similar, las especies Aspergillus y Penicillium
presentaron inhibiciones del 25% y 19%, respectivamente. En el mismo estudio, también se
evaluaron cepas de bacterias patdégenas como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella tiphy, Bacillus subtilis 'y Escherichia coli, para demostrar la capacidad
antibacteriana de los propodleos. Los resultados mostraron halos de inhibicion de 9 mm a una
concentracion de 10mg/ml, evidenciando el potencial de los propdleos como agente

antimicrobiano.

En una investigacion realizada en el laboratorio de micologia de la Universidad
Centroccidental, evaluaron la accion fungistatica de propdleo de Apis mellifera sobre cepas de
Colletotrichum gloeosporioides, el hongo que infecta frutos de palta (Persea americana Mill),
papaya (Carica papaya) y maracuya (Passiflora edulis). Para ello, se utilizaron diluciones de
propdleo en etanol al 0%, 15%, 20% y 30%, con un disefio experimental en laboratorio de 5
tratamientos y 5 repeticiones para cada uno de las cepas de Colletotrichum gloeosporioides. El
medio de cultivo empleado fue agar — papa — dextrosa (APD). Llegando a la conclusion de que
hay diferencia significativa entre los tratamientos en comparacion con el testigo, evidenciando

el efecto supresor del propdleo sobre el crecimiento micelial del patogeno (Pineda et al., 2010).



En la tesis realizada por Agusto y Cuya (2021), evaluaron la actividad antimicrobiana
de extractos etanolicos liofilizados de propoleos provenientes de Ayacucho y Huaral, sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
Ademads, realizaron andlisis quimico para determinar los componentes cualitativos y
cuantitativos presentes en los propoleos. Los resultados de la investigacion concluyeron que las
muestras de propoleos de Apis mellifera L. procedentes de Ayacucho presentaron mayor

actividad antimicrobiana en comparacion con las muestras de propoleos de Huaral.

Areff et al. (2022), examinaron el recubrimiento de propoleo en etanol y probaron su
actividad antifungica contra Colletotrichum gloeosporioides, agente causal de la antracnosis en
platanos (Musa acuminata). En la investigacion, se midid el indice de gravedad de la
enfermedad (DSI) en platanos inoculados artificialmente con C. gloeosporioides. Los
resultados mostraron que el platano control (sin tratar) fue mas propenso a desarrollar necrosis,
alcanzando un 60% de necrosis, mientras que el platano recubierto con propoleo inhibi6 con
éxito la actividad del hongo. Ademas, se observd que a mayor concentracion y recubrimiento
de extractos etandlicos de propoleo, mas efectiva fue la proteccion contra el hongo. En cuanto
al almacenamiento, el testigo perdié mas peso (6,92%) y presentaron una disminucion en los
solidos solubles totales, mientras que los platanos tratados con una capa de propoleo al 11%
mejoraron en parametros como: el color, el contenido de solidos solubles totales y la acidez
titulable, lo que sugiere que el propoleo no solo tiene propiedades antifingicas, sino que

también ayuda a mantener la calidad en la postcosecha de la fruta.

1.2.  Cultivo de palto (Persea americana Mill)

1.2.1. Origen y distribucion

Sanchez — Pérez (1999, como se citd en Barrientos, 2024) menciona que los hallazgos
mas antiguos de palto primitivo se localizaron en la region Central de México y Guatemala,
abarcando gran parte de Centroamérica, que abarca desde la Sierra Madre Oriental en Nuevo
Leon, México, hasta Costa Rica. Esto representa una evidencia de que esta area podria ser el
centro de origen del palto y del género Persea. Esta teoria fue respaldada por Schaffer et al.
(2013), quienes afirmaron que el cultivo de palto (Persea americana Mill) tiene su origen en
una zona geografica de México, que se extiende desde las montafas centrales y orientales de
Meéxico y Guatemala hasta la costa Pacifico de Centroamérica. Segun el Instituto Lider en

Capacitacion Agricola (INTAGRI, 2018) basandose en las evidencias taxondmicas, se



considera que los ancestros silvestres del palto cultivados en la actualidad se originaron en el

centro-sur de México y Centroamérica.

El palto o aguacate, es originario de América, y se considera que esta especie tiene su
origen en las zonas montafiosas situadas al occidente de México y Guatemala. Esta teoria fue
respaldada por evidencias arqueoldgicas encontradas en Tehuacan, Puebla, que sugieren que el
palto aparecid hace unos 8.000 a 12.000 anos (Flores-Izquierdo y Espinoza-Villanueva, 2023).
Segun Bernal y Diaz (2020), la distribucion del cultivo de palto se extiende desde México hasta
Pert, abarcando Centro América, Colombia, Venezuela y Ecuador. Pérez et al. (2015) sefialan
que el cultivo de palto crecid inicialmente de forma silvestre, posteriormente fue domesticado
y, con la conquista por parte de los espafioles, se distribuyé a Europa y otras regiones del

mundo.

Actualmente, el cultivo de palto se extiende por numerosas regiones tropicales y
subtropicales del mundo, con una produccién anual que alcanza los dos millones de toneladas.
Este cultivo no solo es de gran importancia economica debido al crecimiento de la demanda
nacional como internacional, sino también porque representa una de las mejores alternativas en
la agricultura debido a sus beneficios alimentarios (Ataucusi, 2015). Su expansion y €xito se
deben, en parte, a la creciente valoracion de sus propiedades nutricionales y versatilidad en

diversas industrias.

1.2.2. Clasificacion taxonomica
Bernal y Diaz (2008) y Pérez et al. (2015), mencionan que el palto se clasifica como se

detalla a continuacion:

Division : Spermatophyta
Subdivision : Angiospermae
Clase : Dicotyledoneae
Sub clase : Dipétala
Orden : Ranales
Suborden : Magnolineas
Familia : Lauraceae

Género : Persea



Especie : Persea americana Mill

Instituto para la Innovacion Tecnoldgica en Agricultura (INTAGRI, 2018) menciona
que la amplia variabilidad genética de la especie Persea americana ha favorecido la diversidad
de subespecies, principalmente debido al aislamiento de cada subespecie bajo diferentes
condiciones agroclimaticas. Esto ha dado lugar a la formacion de distintas formas botanicas,
conocidas también como razas, cultivares, subespecies o grupos horticolas o ecoldgicas. Esta
diversidad genética no solo contribuye a la adaptacion del cultivo a diversas condiciones
ambientales, sino que también ha sido clave en el desarrollo de variedades con caracteristicas

especificas que responden a las demandas del mercado y las necesidades de los productores.

1.2.3. Exportacion e importancia de palto variedad Hass

Segun Suarez (2023), la palta es considerada a nivel mundial como una fruta de alto
valor nutricional, lo que explica el porqué de su crecimiento significativo y la expansion de su
comercializacion en los ultimos afios. La palta variedad ‘Hass’ ha experimentado una creciente
demanda durante la ultima década, en gran parte gracias a su reconocimiento global como un
super alimento. Esto lo sitia como uno de los frutos que posee propiedades nutricionales,

superando a otros productos horto-fruticolas con su popularidad y beneficios para la salud.

Seglin la Superintendencia Nacional de Aduanas y de Administracion Tributaria
(SUNAT, 2022), “los principales paises demandantes de la palta peruana son Paises Bajos,
Estados Unidos, Espana, Chile, Reino Unido, Hong Kong, China, Japoén y Corea del Sur. La
figura 2.1 muestra la distribucion de los mercados, donde las exportaciones peruanas en el 2021

representaron un 32%, 18%, 16%, 11%, 7%, 3%, 3%, 3% y 2% respectivamente” (p.01).

Figura 2.1.

Principales mercados de destino de palto peruano en el exterior
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Nota: Se observa la distribucion (%) de mercados de exportacion de palta peruana 2021(SUNAT, 2022)

Segun datos del Sistema de Informacion para el Desarrollo Empresarial Rural (SIDER,
2024), en la figura 1.2 ilustra que las exportaciones de palta superan los US$ 217 millones en
el primer trimestre de 2024, producto de la venta de 95 591 toneladas de palto que se cultiva en
diversas regiones del pais. SIDER, (2024) también menciona que el 87 % de la palta consumida
en los mercados de América, Europa y Asia corresponden a la variedad Hass, mientras que el
13 % incluye otras variedades como Fuerte, Zutano y Ettinger. Este incremento en las
exportaciones resalta la importancia del palto en la economia peruana y su consolidacion como

uno de los principales productos de exportacion a nivel mundial.

Figura 2.2.

Exportaciones peruanas de palto
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Nota: Se muestra el crecimiento de las exportaciones peruanas de palta durante los ultimos afios hasta el primer

trimestre del afio 2024 (SIDER, 2024).

Segun Romero (2019), diversos estudios cientificos realizados en las universidades de
Europa y Estados Unidos respaldan la consideracion del palto como una fruta de alto valor
nutricional. Esto se debe a su contenido de nutrientes, que la diferencian de otras frutas; el
contenido de aceite en el palto oscila entre 8% y 30%, dependiendo de la variedad, lo que la
convierte en una fuente alta en contenido de luteina; un carotenoide que desempefia un papel
crucial en la proteccion de la enfermedad ocular, especialmente en la prevencion de

enfermedades relacionadas con la edad, como la degeneracion macular.

El Comité de palta Hass (2012, como se citd en Villar, 2016) sefiala que la variedad
Hass tiene menor cantidad de agua en comparacion con otras variedades. Esta caracteristica no
solo influye en su textura y sabor, sino que también puede tener implicaciones en su
conservacion y transporte, destacando la variedad Hass como opcion preferente para el

comercio internacional.

Segiin Dreher y Davenport (2013), la variedad Hass, al igual que otras variedades
comercialmente relevantes, se caracteriza por su excelente composicion en nutrientes esenciales
entre los que destaca: fibra dietética, potasio, magnesio, vitamina A, vitamina C, vitamina E,
vitamina K. 1. Ademas, esta variedad es rica en folato, vitamina B-6, niacina, acido pantoténico,
riboflavina, colina, luteina/zeaxantina, fitoesteroles y aceite rico en d4cidos grasos
monoinsaturados (MUFA) a 1,7 kcal/g lo que la convierte en una fuente calorica densa y

saludable para la dieta.

Tabla 2.1.

Contenido nutricional del palto ‘Hass’ (Persea americana Mill.)
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1/2 fruta, 68g .,
L 1racién,30g
Nutrientes/fitoquimicos Valorpor | 1fruta, 136 |(ocasién para (raciéon
100g g comer
NLEA)
NHANES)
Préximos
Agua (g) 72.3 98,4 49.2 2.7
Energia (kcal) 167 227 114 50
Energia (kcal) (fibra insoluble ajustada) 148 201 101 44
Proteina (g) 1,96 2.67 1.34 0,59
Lipidos totales (grasas) (g) 15.4 21 10.5 0.62
ceniza, g 1,66 2.26 1.13 0,50
Carbohidratos, por diferencia (g) 8.64 11.8 5.9 2.59
Fibra dietética total (g) 6.8 9.2 4.6 2
Azlcares, totales (g) 0,30 0,41 0,21 0,09
Almidén (g) 0,11 0,15 0,08 0,03
Minerales
Calcio (mg) 13 18 9 0
Hierro (mg) 0,61 0,83 0,42 0,18
Magnesio (mg) 29 39 19.5 0
Fosforo (mg) 54 73 36,5 1
Potasio (mg) 507 690 345 152
Sodio (mg) 8 11 5.5 0
Zinc (mg) 0,68 0,92 0,46 0,20
Cobre (mg) 0,17 0,23 0,12 0,05
Manganeso (mg) 0,15 0,20 0,10 0,05
Selenio (ug) 0,40 0,50 0,25 0,10
Vitaminas y fitoquimicos
Vitamina C (mg) 8.8 12 6 0.6
Tiamina (mg) 0,08 0,10 0,05 0,02
Riboflavina (mg) 0,14 0,19 0,09 0,04
Niacina (mg) 1.91 2.6 1.3 0,57
Acido pantoténico (mg) 1.46 2 1 0,44
Vitamina B-6 (mg) 0,29 0,39 0,19 0,09
Folato, alimentos ( ug) 89 121 60,5 2
Colina, total (mg) 14.2 19.3 9.65 4.3
Betaina (mg) 0,7 1 0,5 0.2
Vitamina B-12 ( p g) 0 0 0 0
Vitamina A ( 1 g RAE) 7 10 5 0
Caroteno, beta (pg) 63 86 43 1
Caroteno, alfa(pug) 24 33 16.5 0
Criptoxantina, beta ( pg) 27 37 18.5 0
Luteina +zeaxantina ( 1 g) 271 369 185 81
Vitamina E (alfa-tocoferol), mg 1,97 2,68 1.34 0,59
Tocoferol, beta (mg) 0,04 0,05 0,03 0,01
Tocoferol, gamma (mg) 0,32 0,44 0,22 0,10
Tocoferol, delta (mg) 0,02 0,03 0,02 0,01
Vitamina K 1 (filoquinona) ( 1 g) 21 28.6 14.3 0.3
lipidos
Acidos grasos, saturados totales (g) 2.13 2.9 1,45 0,64
16:0(g) 2.08 2,82 1.41 0,62
Acidos grasos, monoinsaturados totales (g) 9.8 133 6.65 2.94
18:1(g) 9.07 12.3 6.15 2.71
Acidos grasos poliinsaturados totales (g) 1,82 2.47 1.24 0,55
18:2(g) 1,67 2.28 1.14 0,50
18:3(g) 0,13 0,17 0,09 0,04
Colesterol (mg) 0 0 0 0
Estigmasterol (mg) 2 3 1.5 0
Campesterol (mg) 5 7 3.5 0
Beta-sitosterol (mg) 76 103 51,5 2

Nota. Contenido nutricional de palto ‘Hass’ (Persea americana Mill.) (USDA, (2011).

1.2.4. Cultivo Hass

Téliz (2000, citado por Bernal y Diaz, 2020) menciona que la palta Hass es la mas
consumida en todo el mundo la cual fue patentada en 1935 y se cree que desciende del antiguo
cultivar Lyon. Este cultivar moderno ha sido objeto de diversos estudios genéticos, los cuales

han revelado que se origina a partir de una combinacion de dos progenitores, con
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aproximadamente un 10 — 15% de material genético proveniente de la raza mexicana y el resto
de la raza guatemalteca, esta mezcla genética que contribuye a las caracteristicas organolépticas

distintivas de la variedad Hass, asi como su adaptabilidad a diversas condiciones climaticas.

El cultivo de palto, particularmente Hass, Fuerte, Reed y Colinred, se consideran
adecuados para condiciones de clima frio y moderado (T¢liz, 2000, citado por Bernal y Diaz,
2020). Sin embargo, Condefia y Palomino (2007) sefialan que la variedad Hass muestra
sensibilidad a las bajas temperaturas y a la humedad ambiental, especialmente durante la
floracion. Por esta razon, se recomienda evitar su cultivo en regiones expuestas a vientos
fuertes, ya que estas condiciones pueden causar la deshidratacion de flores y brotes tiernos, lo

que afecta negativamente el desarrollo del fruto y, por ende, su productividad del cultivo.

Maldonado (2015) sefala que el cultivar Hass es considerada la variedad mas cultivada
en el mundo, por su elevado rendimiento y calidad superior de su pulpa, donde el fruto de esta
variedad tiene la capacidad de permanecer en la planta por un largo periodo sin perder la
calidad, ademas menciona que debido a la cascara gruesa que posee la variedad Hass permite

prolongar su transporte a larga distancia.

Romero (2019) menciona que aproximadamente el 95% del comercio mundial es de
palta Hass, por las caracteristicas de facil transporte y el procesamiento poscosecha. Esta

variedad domina el mercado y participa en el comercio mundial.

1.2.5. Morfologia del fruto

La Direccion General de Informacion Agraria (DGIA, 2008) describe que los frutos de
palto Hass tienen una forma ovalada y algo periforme, siendo ligeramente mas pequefios que
los de la variedad Fuerte, con un peso que oscila entre 180 a 360 gramos. Su pulpa es de buena
calidad, con semillas pequefas que permanecen adheridas al mesocarpio. La piel es gruesa y
aspera, de color verde que se torna ligeramente negra cuando esta en el arbol, y al cosecharse
cambia a un tono morado o negro a medida que el fruto madura. Una caracteristica destacada
es que, una vez alcanzado la madurez, puede permanecer en el arbol durante periodos
prolongados sin deteriorarse, manteniendo sus propiedades organolépticas y nutricionales. Esta
particularidad es ventajosa para los productores, ya que permite realizar cosechas escalonadas.
Ademas, esta variedad tiene mayor importancia en los mercados internacionales, debido a su

capacidad de resistencia durante el transporte y almacenamiento prolongando su vida ftil,
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maximizando la eficiencia en la cadena de suministro asegurando que el producto llegue al

consumidor en dptimas condiciones.

Segun Gallegos (2002), el peso del fruto de la variedad Hass oscila entre 170 gr a 350
gr, presentando una forma ovalada y una pulpa cremosa de excelente sabor. Esta variedad se
distingue por su textura libre de fibra y un contenido de aceite que puede alcanzar hasta el
23,7%, la cascara es algo coriacea y rugosa, adoptando un color purpura oscuro al madurar, y
presenta una semilla pequeiia que permanece adherida a la cavidad del fruto, lo que puede

influir en la facilidad de su extraccion.

Segun Téliz (2000, citado por Bernal y Diaz, 2020), el fruto presenta un peso que varia
entre 170 y 350 gramos. Sin embargo, para Beta Complejo Agroindustrial (2024), el peso del
fruto es relativo en varios paises, incluso llegando a ser mas livianos que el rango mencionado
por Té¢liz. Independientemente del tamafio del fruto, la pulpa se caracteriza por su textura
cremosa, siendo completamente libre de fibra. La cascara presenta una consistencia coriacea y
rugosa, mostrando un color verde a negro mientras el fruto permanece en el arbol por algunos
meses después de la madurez fisioldgica, sin que ello afecte la calidad del producto (Beta

Complejo Agroindustrial, 2024).

1.2.6. Madurez del fruto

Segin Ramsay (2021), la seleccion del momento 6éptimo de madurez para la cosecha de
frutas y hortalizas es un factor importante que influye significativamente en la vida util
poscosecha y su comercializacion. En este proceso, es fundamental establecer claramente una
distincion entre la madurez fisioldgica y la madurez comercial, ya que cada una de ellas tiene

implicaciones distintas para la calidad del producto y su aceptacion en el mercado.

Zapata et al. (2020) indican que en los frutos de palta Hass se identifican dos estados de
madurez: la madurez fisiologica y la madurez organoléptica. La calidad de fruta se establece
desde el momento de cosecha, siendo la madurez fisiol6gica un factor determinante que impacta
tanto en la calidad del almacenamiento como en la aptitud comestible. La palta se considera
fisiol6gicamente maduro cuando alcanza un estado especifico de desarrollo en el cual, si es
cosechado, madura a una condicion comestible, presentando un sabor aceptable y una textura

caracteristica en contraste, a una fruta que no ha alcanzado la madurez fisiologica, aquella que
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no ha llegado a su desarrollo la cual puede ablandarse, pero no ofrece la calidad necesaria para

el consumo.
1.2.7. Manejo del cultivo durante la cosecha y poscosecha

Condiciones para la cosecha palto

Téliz (2000, como se citdé en Bernal y Diaz, 2020) y Sandoval et al., (2020) destacan
que durante la cosecha es importante monitorear el proceso de corte, ya que una técnica
inadecuada puede reducir la aptitud del fruto. La cosecha debe de llevarse a cabo utilizando
materiales adecuados, asegurando que una parte del pedinculo permanezca adherida al fruto
(se recomienda dejar de 8 — 10 mm) para evitar una maduracion acelerada y la posible
penetracion de patogenos. Es fundamental evitar el contacto directo del fruto con el suelo, ya
que esto puede ocasionar dafios mecdnicos y contaminacion del producto. Ademas, es
recomendable almacenar las cajas de fruta en dreas sombreadas para minimizar la exposicion a

la luz solar y mantener la calidad del fruto durante el almacenamiento.

Cerdas et al. (2014) senalan que, si la palta se cosecha antes de alcanzar la madurez
optima, el consumidor enfrentard dificultades al cortarla, como la adherencia del hueso a la
pulpa y del tegumento, lo que dificulta la separacion de la pulpa de la cascara. Ademas, el fruto
puede presentar zonas de pulpa endurecida, lo que afecta negativamente la textura. Como
resultado, el sabor puede volverse aceitoso o a mantequilla, lo que no satisface las expectativas

del consumidor.

Manejo poscosecha

La Norma Técnica Peruana NTP 011.018 establece los requisitos minimos que deben
cumplir las paltas de diversos cultivares de Persea america Mill., perteneciente a la familia
Lauraceae. Estas paltas deben de suministrarse frescas al consumidor, tras un adecuado proceso
de acondicionamiento y envasado. Es fundamental que las paltas hayan alcanzado una fase de
desarrollo fisiologico que garantice la culminacién del proceso de maduracion, conocido como
la madurez de consumo, conforme a los criterios especificos de cada variedad y las condiciones
de la zona de produccion. La palta madura no debe presentar sabor amargo, el contenido
minimo de materia seca en la pulpa debe ser de 21.5%. Ademas, los frutos deben estar enteros,
visiblemente sanos, libres de insectos, sin dafios por plagas y carecer de olores y sabores
extrafios que puedan comprometer su calidad organoléptica (Instituto Nacional de Defensa de

la Competencia y de la Proteccion de la Propiedad Intelectual INDECOPI, 2014).
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Cosecha y transporte

Segun MIDAGRI (2024) y Herrera-Gonzalez et al. (2020), la cosecha de palto en campo
se lleva a cabo utilizando tijeras o ganchos equipados con navajas montadas sobre una vara, en
bolsas recolectoras, las cuales son descargadas en jabas plésticas una vez llenas. Las jabas se
colocan una sobre otra y estan disefiadas para apilarse sin mucho riesgo de que caigan o se
rompan. Los frutos deben de tener una intensidad y uniformidad en tamafio, forma, ausencia de
pudriciones y ausencia de defectos; estas caracteristicas mencionadas dependen mucho de la
variedad. Por ejemplo, el color varia de acuerdo a la variedad; en variedad Hass, el punto sazon
se manifiesta cuando en la superficie del fruto el color verde empieza a oscurecerse y a tornarse
opaco o mate. Posteriormente, el traslado de las cajas hacia la empacadora se efectua utilizando
remolques o camiones debidamente sellados, lo que garantiza la proteccion del producto
durante el transporte y minimiza el riesgo de contaminaciones externas, asegurando asi que los

frutos de palto lleguen en dptimas condiciones para el proceso de embalaje.

Recepcion en planta o area de acopio

Las jabas se deben de ubicar inmediatamente en el area de acopio, donde el sitio debe
ser seco y fresco, donde se deja enfriar durante 12 horas para que la temperatura del fruto pueda
disminuir. La temperatura 6ptima para el almacenamiento de la palta variedad ‘Hass’ es 6 °C,
con una humedad relativa entre el 90 y 95%; sin embargo, cuando el fruto presenta un alto
contenido de materia seca (superior 30%) y aceite, la temperatura puede disminuir hasta 2 °C.
Para los destinos mas lejanos, como Europa y Asia, el proceso de refrigeracion se complementa
con el uso de atmosferas controladas, en la cual se reduce la concentracion de oxigeno (02) a
niveles de 2-5% y se incrementa el dioxido de carbono (CO2) a un rango de 3-10%. Es
fundamental que estas concentraciones se mantengan durante el transporte, ya que las
atmosferas controladas disminuyen la velocidad de respiracion del fruto, la produccion de
etileno autocatalitico, la actividad enzimatica y contribuyen asi mantener la firmeza del

producto (Herrera-Gonzalez et al., 2020).

Bernardo (2024) afirma que, una vez finalizada la cosecha, la fruta debe transportarse
de forma inmediata al lugar de empaque para ser enfriada. El enfriamiento es un proceso crucial,
ya que reduce la respiracion de la fruta y previene el crecimiento de hongos oportunistas,
ademas cuando la fruta es enfriada los mas antes posible, conserva mejor su frescura, lo que

contribuye a mantener su calidad durante el almacenamiento y transporte.
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Seleccion y empacado

La seleccion y el empacado de las paltas comienzan con el pesado en las jabas, seguido
del volcado en las bandas o la linea de procesamiento. Este proceso continuo con el lavado y la
desinfeccion de frutos, garantizando la eliminacion de contaminantes, posteriormente se realiza
el secado, seguido de una prueba exhaustiva en la que seleccionan los frutos, descartando
aquellos que presentan dafos visibles. A continuacion, se realiza el calibrado y finalmente los
frutos son empacados en cajas de carton o plastico, asegurando su proteccion y presentacion
adecuada para su comercializacion (etiquetado de las cajas que contiene informacidon comercial
la que solicita la institucion fitosanitaria del pais, el SENASA). Cabe mencionar que todo este
proceso solo es realizado por el personal capacitado, los cuales deben de estar equipados con
delantal que protejan al producto de estar en contacto con el vestido o directamente con la piel

para evitar posibles contaminaciones por microorganismos (Ruiz, 2024).

Almacenamiento y transporte

Segun Herrera-Gonzalez et al. (2020), una vez empacada, la fruta debe ser almacenada
en camaras de frio para mantener su frescura y controlar el nivel de etileno, lo cual previene la
maduracion prematura. Antes de cargar los contenedores para su transporte, se verifican las

condiciones de temperatura y se asegura que los frutos estén libres de plagas.

Por otro lado, Ruiz (2024) indica que, después de realizar el paletizado en parihuelas de
madera y el proceso de enzunchado, la fruta debe ser sometida a frio forzado y almacenarla a
una temperatura de 4°C para garantizar su conservacion, antes de proceder finalmente con el

despachado de los frutos hacia su destino final.

Bernardo (2024) afirma que en la actualidad se utilizan tecnologias como la atmosfera
modificada y controlada para prolongar la vida 1til de la fruta durante el transporte. Estas
técnicas controlan la concentracion de gases en el entorno de almacenamiento, lo que previene
la maduracion acelerada. Con todos estos cuidados y precauciones, se garantiza que los frutos
de palto lleguen a su destino final en Optimas condiciones, lista para ser disfrutada por los

consumidores de todo el mundo.

1.3.  Colletotrichum gloeosporioides
1.3.1. Importancia economica
De acuerdo con Alvarado (2015), este patogeno se distribuye a nivel mundial y ocasiona

pérdidas econdmicas tanto en las etapas de pre como de postcosecha, especialmente en regiones
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tropicales, subtropicales y de clima templado. Se considera una de los principales patégenos de
las plantas, aunque también puede actuar como saprofito o invasor secundario de tejidos en
decadencia. Las pérdidas asociadas al patégeno causante de la antracnosis se manifiestan

principalmente a través de una disminucioén en la cantidad y calidad del producto cosechado.

Segin Alvarén (2024), el agente causal de la antracnosis es el hongo Colletotrichum
gloeosporioides, un patégeno fingico cuyo ciclo de vida le permite sobrevivir en una estrecha
asociacion con el arbol, predominando en las ramas. Desde esta ubicacion, el hongo tiene la
capacidad de contaminar los frutos en desarrollo a través del escurrimiento de agua libre o las

condiciones ambientales como lluvias, neblinas o rocios.

Para Trinidad-Angel et al. (2017), la antracnosis ocasionada por Colletotrichum spp., se
posiciona como una de las principales enfermedades que afecta el palto, impactando
negativamente la calidad del fruto y mermando su produccion. En los ultimos afios, se han

reportado dificultades para la prevencion y erradicacion de esta patologia.

1.3.2. Generalidades del hongo

Van etal. (2021, como se cité en Alonso, 2023) sefiala que el micologo aleman Heinrich
Rehm fue el primero en describir el género de Colletotrichum en 1881. Este género abarca
numerosas especies fitopatdogenas que son responsables de diversas enfermedades en las
plantas, en particular la especie Colletotrichum gloeosporioides fue reportada por Penzig y
Saccardo, quienes se basaron en el estudio de Vermicularia gloeosporioides, un ejemplar que

fue recolectada de especies de genero Citrus en Italia.

Sutton (1992, como se citd en Trinidad-Angel et al., 2017) considera que la morfologia,
el rango y la especializacion se han descrito en 38 especies dentro del género Colletotrichum,
de las cuales ocho presentan un estado sexual. Este patogeno tiene la capacidad de infectar una
amplia gama de especies, ya sea de manera individual o en asociacion provocando infecciones
mixtas con diferentes especies de Colletotrichum. Entre las plantas afectadas se incluyen la
fresa (Fragaria  ananassa Duch.), el olivo (Olea europaeal.), diversas plantas
forrajeras (Stylosanthes spp.) y el camote (Dioscorea spp.); sin embargo, en el caso de palto
(Persea americana Mill) y el almendro (Prunus dulces Mill.) no se ha documentado la

ocurrencia de infeccion mixta por especies de este género.
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1.3.3. Clasificacion taxonomica
La clasificacion proporcionada por la Base de Datos Mundial de (European and
Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO,2019)), Colletotrichum gloeosporioides

se clasifica de la siguiente manera:

Dominio : Eucariota
Reino : Fungi
Phytlum : Ascomycota
Clase : Sordariomicetos
Orden : Glomerellales
Familia : Glomerellaceae
Género : Colletotrichum
Especie : Colletotrichum gloeosporioides

1.3.4. Caracteristicas morfologicas

Alonso (2023) menciona que morfologicamente el hongo germina debajo de la
epidermis en forma de cojines o discos en el tejido vegetal, a menudo aparece como cerdas o
espinas oscuras en los bordes, los conidi6foros son simples y alargados, mientras que los
conidios, que son estructuras de reproduccion del hongo, son transparentes y presentan células
individualmente con formas cilindricas u ovaladas; ademas, los grupos de masas conidiales son

de color salmon caracteristico, lo que contribuye a su identificacion morfologica.

De acuerdo con Rojo-Béez et al. (2017), las colonias de Colletotrichum
gloeosporioides tienen formas circulares o irregulares, con margenes enteros u ondulados, que
generalmente son de color blanco a salmén o gris a negro con masas conidiales de color

anaranjado.

Para Favaro et. al. (2022), Colletotrichum morfologicamente presenta conidias
cilindricas con bordes obtusos y alargadas, son hialinas y tienen dimensiones que varian entre

7 a 20 um de longitud y 2.5 um a 5 de ancho y 9 a 24 um de longitud x 3 a 6 um de ancho
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facilitando su identificacion bajo condiciones microscopicas. Forman acérvulos en zonas
necroticas o en las partes que presentan lesiones la planta, redondeados, alargados o de forma

irregular pudiendo llegar 500 um de diametro.

1.3.5. Ciclo biologico

Segtin Alvaron (2024), una vez que el fruto es infectado, el indculo se establece en un
estado latente, permaneciendo inactiva hasta que se presenten las condiciones de mayor
susceptibilidad, las cuales se desencadenan principalmente durante las etapas de
almacenamiento y maduracion postcosecha, donde el fruto se encuentra mas vulnerable a la
proliferacion del hongo. Como consecuencia de esta infeccion, se produce una reduccion en la
calidad comercial del fruto, lo que repercute negativamente en su valor en el mercado y la

satisfaccion del consumidor.

El inoculo, en la mayoria de los casos, alcanza a su hospedero a través de la accion del
agua o mediante la dispersion de las conidias, los cuales se adhieren a la cuticula de la planta 'y
germinan en un periodo de un dia. Durante este proceso se desarrolla un tubo germinal que
varia entre 10 y 20 pm, la cual culmina antes de formar un apresorio terminal, que penetra
directamente la cuticula de las plantas. Las principales fuentes de inoculo son las conidias y los
acérvulos que se generan en estructuras conocidas como acérvulos y peritecios,

respectivamente (Agrios, 2005).

Segun Contreras (2006), este patdgeno ingresa al fruto a través de aberturas naturales
como poros y estomas, asi como por lesiones o heridas, penetrando de forma directa a través de
las barreras celulares. Posteriormente, el patdgeno limita su crecimiento a la capa epidérmica,
donde permanece en un periodo de latencia y a medida que el fruto madura, los cambios
fisiologicos inducen la formacion de tejido que favorece la reactivacion del patdgeno causando

el desarrollo de la enfermedad y la aparicion de los sintomas caracteristicos.

Cuando Colletotrichum coloniza con ¢éxito el tejido vegetal mediante una infeccion
hemibidtrofa, el patogeno desencadena un cambio hacia un comportamiento necrotrofico. Esta
invasion inicial permite al hongo establecer un entorno adecuado para su desarrollo, ya que
obtiene nutrientes y recursos necesarios de los tejidos vegetales para su posterior manifestacion

de los sintomas patoldgicos (Contreras, 2006).
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Mendgen y Hahn (2002) destacan un aspecto importante, aunque poco conocido, de la
fase de crecimiento necrotrofico, que se manifiesta cuando el fruto afectado permanece
aparentemente intacto, a pesar de la dispersion y destruccion del tejido circundante. Este
fenomeno sugiere que las cutinasas, enzimas implicadas en la degradacion de las cuticulas,
estan involucradas en la penetracion inicial y su posterior sintesis y/o actividad. A medida que
el micelio se desarrolla, forma estructuras reproductivas como acérvulo y peritecios en la
superficie del fruto. Estos producen conidias que se encuentran inmediatamente por debajo de
la cuticula intacta, la cual eventualmente se rompe, liberando los conidias al ambiente, esta
liberacion inicia un nuevo ciclo de infecciones, facilitando asi la propagacion del patégeno y

estableciendo nuevas colonias en otros tejidos vegetales.

Rodriguez et al. (2009, como se cité en Villa 2019) afirma que la antracnosis es una
enfermedad fungica causada por diversas especies del género Colletotrichum. Esta enfermedad
puede afectar los tejidos de las plantas en todas sus etapas fenologicas, especialmente los frutos,
tanto durante su desarrollo y madurez como en su almacenamiento. Las etapas del ciclo de vida
de este patdgeno se describen a continuacion: 1) Deposicion en las superficies del hospedante,
donde los conidios se adhieren a las superficies de los tejidos vegetales, 2) Fijacion de la conidia
en la superficie prepardndose para germinar, 3) Germinacion de la conidia, una vez fijados
forman un tubo germinal, 4) Produccion del apresorio, desarrolla el apresorio para que facilite
la penetracion en las células, 5) Penetracion de la epidermis de la planta, atraviesa la epidermis
de la planta, iniciando la colonizacidn, 6) Crecimiento y colonizacion del tejido del hospedante,
el patdgeno se expande dentro del tejido y 7) Produccion de acérvulos y esporulacion, forman

acérvulos que contienen conidias, las cuales son liberados para iniciar nuevas infecciones.

Figura 2.3.
Ciclo de vida de Colletotrichum
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Nota: Se muestra el ciclo de vida de Colletotrichum y el rango de infeccion en las plantas (Agrios, 2005).

1.3.6. Fuente de inoculo y conservacion del hongo

Segun Alvarado (2015, citando los trabajos realizados de Bailey y Jeger, 2004), las
fuentes de inoculo para Colletotrichum incluyen tanto acérvulos como peritecios jovenes. Estas
estructuras reproductivas contienen conidias y ascosporas que se encuentran encerrados en un
material himedo y mucilaginoso, el cual constituye un complejo mixto. Este material esta
predominante compuesto por polisacaridos y glicoproteinas, ademas de contener enzimas en

pequenas cantidades que ayudan a la patogénesis.

Agrios (2005), describe que el hongo sobrevive durante el invierno en tejidos vegetales
infectados, como tallos, hojas y frutos, en forma de micelio o esporas. La formacion de
ascosporas en frutos momificados da inicio a infecciones primarias, las cuales son facilitadas
por la presencia de estos tejidos infectados. El micelio sobreviviente se activa rapidamente y
produce conidias, los cuales son responsables de generar infecciones tanto primarias como
infecciones secundarias que se lleva a efecto mediante la penetracion directa a los tejidos sanos.
Una vez que los tejidos son invadidos por las conidias, el micelio se desarrolla

intercelularmente, permitiendo que el hongo se propague dentro del hospedero. Este proceso de
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infeccion puede incluir un periodo de latencia durante el cual el micelio puede permanecer

inactivo antes de que las células vegetales muestren signos de descomposicion.

Segun Alvardn (2024), esta enfermedad fungica estd asociada principalmente con los
arboles y afecta principalmente las ramas, donde el agua libre (lluvia, niebla, rocio) facilita el
ingreso del hongo al arbol, contaminando los frutos en desarrollo. Una vez infectado el fruto,
el inoculo permanece latente, a la espera de condiciones susceptibles para la infeccion del fruto,
la cual se activa principalmente después de la cosecha y durante el almacenamiento

conduciendo a una disminucion de la calidad comercial de la fruta.

1.3.7. Factores ambientales que favorecen el desarrollo del patégeno.

Franz (1982 como se citd en Alvarado, 2015) sefiala que el proceso de infeccion del
patdgeno es responsable de la antracnosis favorecido por condiciones climaticas especificas,
como altas precipitaciones, elevada humedad ambiental y temperaturas elevadas. Sin embargo,
es importante destacar que la presencia de cada uno de esos factores debe ser de forma
simultdnea y en niveles Optimos, ya que la insuficiencia de uno de ellos puede impactar
negativamente el proceso de infeccidn, esto implica que cada factor es importante y su

interaccion conjunta determina la efectividad de infeccion del patdgeno.

De acuerdo con Agrios (2005), la humedad, la lluvia en forma de salpicaduras y el agua
corriente desempefia un papel fundamental en la distribucion y diseminacion de las conidias
sobre la planta. Esto se debe a que, a que el mucilago hidrofilico que los rodea, las conidias son
transportados desde las partes vegetativas hacia los o6rganos florales y frutos. Ademas, Agrios
(2005) destaca que las malas practicas culturales, como la escasa profundidad del suelo al

momento de realizar los hoyos para la siembra pueden debilitar las plantas.

1.3.8. Sintomatologia

Segun Trinidad-Angel et al. (2017), el hongo se manifiesta en diversas partes de la
planta. En las hojas, aparecen pequeias manchas de color café claro que pueden parecer mas
extensas cuando se agrupan. En brotes tiernos, se observa abultamientos alrededor del estos,
con exudaciones de savia de color blanco, a este sintoma se le conoce ordinariamente como
sarampion; y puede llegar a secar las partes infectadas. Las flores infectadas por el hongo
presentan un tizon, lo que puede provocar su caida o el aborto de los frutos, inicialmente se

desarrollan pequefias prominencias de color verde brillante en cualquier etapa de desarrollo del
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fruto, aunque el ataque es mas severo cuando el fruto es pequefio. Las lesiones son circulares
y, con el tiempo, cambian de color pasando de café a negro claro, y adquieren una consistencia
corchosa; la penetracion del hongo en el tejido del fruto puede ocurrir antes o después de su
madurez, ya que la muerte celular no es un requisito indispensable para que se produzca la
patogénesis. Los dafios en los frutos se manifiestan a través de sintomas como manchas oscuras,

hundidas, circulares o angulares acompanadas de masas de conidias de color rosa o salmoén.

Por otro lado, Gautam (2014), describe los sintomas iniciales de la antracnosis causada
por C. gloeosporioides como manchas redondas a ovaladas, hundidas, que se desarrollan a
medida que progresa la enfermedad y finalmente conduciendo a la necrosis del tejido o la
muerte. Sin embargo, debido a las variables condiciones agroclimaticas, los sintomas de la
enfermedad también pueden variar segin la region, el huésped y el medio ambiente. Los
sintomas incluyen manchas de color marron oscuro, redondas a circulares rodeadas de un halo
amarillo en las hojas y el peciolo, manchas ovaladas que se extienden irregularmente a toda la

hoja y como lesiones pequenas o grandes en los frutos.

Coria (2009, como se cit6 en Trinidad-Angel et al., 2017) afirma que la antracnosis se distingue
por la aparicion de lesiones oscuras y hundidas, con formas elipsoidales circulares, que
presentan abundantes esporas formando masas compactas de color salmén, naranja o rosadas.
La entrada del hongo en el fruto puede ocurrir antes de la maduracion, pero los dafios no se
manifiestan hasta que el fruto alcanza su estado maduro. Este fenomeno es posible debido a que
la muerte celular no es una condicion indispensable para la patogénesis asociada a

Colletotrichum spp.

1.3.9. Estrategias de alternativas de control

A lo largo de los afios, los fungicidas de sintesis han sido una de las estrategias mas
empleadas por los agricultores para controlar las enfermedades fingicas, los mds comunes
contienen en su composicion compuestos quimicos como los fosforados, clorados, carbamatos,
nitroderivados y derivados aromaticos (Martinez-Romero et al., 2008 y Cantrell et al., 2012
citado por Mesa et al., 2019). Sin embargo, la preocupacién por la toxicidad de estos productos
y los residuos en frutos y vegetales destinados al consumo ha generado una creciente
preocupacion en los ultimos afios. El uso de agroquimicos se esté restringiendo cada vez mas
debido a sus efectos adversos, que incluyen potenciales riesgos cancerigénicos para la salud

humana. Ademas, la aplicaciéon de fungicidas contribuye a la contaminacion ambiental,
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manifestandose en la disminucion de la biodiversidad, la degradacion del suelo y Ia
contaminacion del agua. Estos efectos nocivos no solo impactan el en ecosistema, sino que
también plantea serios desafios para la agricultura sostenible. Otra consecuencia alarmante del
uso excesivo de fungicidas es la aparicion de resistencia microbiana, lo que puede hace que los
patdgenos se vuelvan mas dificiles de controlar y puede empeorar atin mas la situacion a largo

plazo (Cantrell et al., 2012 citado por Mesa et al., 2019).

Los fungicidas sintéticos no garantizan la erradicacion efectiva del agente etiologico
responsable de las enfermedades. Pequefias poblaciones del patdégeno pueden sobrevivir por
diversas razones, tales como las aplicaciones deficientes o inadecuadas del producto, la
presencia de cepas resistentes, individuos dentro de la poblaciéon que son menos sensibles vy,
por lo tanto, no son controlados, asi como la introduccion de indculos provenientes de cultivos
vecinos. Esta situacion, ha llevado a la necesidad de desarrollar nuevas alternativas de manejo
que sean amigables con el ambiente para controlar los microorganismos fitopatogenos. En la
actualidad, se vienen desarrollando diversas estrategias para el control de esta enfermedad como
el uso de bioinsumos, bioinsecticidas, bioherbicidas, bioacaricidas, bionematicidas y
biofungicidas, estas alternativas abarcan enfoques como el uso de estimulantes de las defensas
obtenido de plantas y microorganismos. Entre estas innovaciones se encuentra uso de extracto
etanolico de propdleo, que han demostrado potencial en el control de enfermedades agricolas
(Mesa et al., 2019; Moposita Echanique, 2023). Estas estrategias no solo buscan reducir la
dependencia de productos quimicos sintéticos, sino también promover una agricultura mas

sostenible.

1.4. Propéleo
1.4.1. Origen y definicion

Segun lo mencionado por Lopez (2011) y Moposita (2023), el propdleo tiene dos
origenes principales. El primero es interno, generado durante la primera fase de la digestion del
polen, y el segundo proviene de las gomorresinas colectadas de los arboles, que las abejas
mezclan con cera, enzimas salivares y otras sustancias. Estas mezclas son transportadas en las
corbiculas hasta el interior de la colmena, donde tiene diversos usos, como sellar los agujeros
para evitar el ingreso del viento, frio, luz o enemigos naturales, y reducir la incidencia de

infecciones.
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Segun Farré et al. (2004), el propoleo de Apis mellifera es un producto de la colmena
formado por resinas recolectada de ciertas plantas, néctar de flores especificas y brotes, que se
mezclan con saliva, enzima y otras secreciones. El propoleo es una combinacion de resinas
naturales que las abejas desarrollan utilizando materiales derivados de componentes vegetales,
flores y exudados. Generalmente, el propoleo es una sustancia dura, quebradizo y lipdfila; sin
embargo, cuando se calienta entre 25 y 45 °C, se transforma en una sustancia suave, flexible,
gomosa y extremadamente pegajosa (Chavda et al., 2014). Este producto es el resultado de la
coleccion de las abejas de una gran variedad de plantas, especialmente de los brotes que

contienen cierta especie de goma o sustancia pegajosa (Moposita, 2023).

El propoleo es una sustancia natural producida por Apis mellifera, compuesta por resinas
vegetales como los exudados resinosos. Las abejas recolectan y mastican, enriqueciendo su
composicion con secreciones salivares. Este material se almacena y transporta a la colmena,
donde se mezcla con cera y polen. Se cree que el propoleo cumple funciones importantes dentro
de la colmena, como sellar aberturas para excluir corrientes de aire y proteger contra invasores
externos como parasitos y microorganismos patdégenos manteniendo la colmena libre de
enfermedades que puedan afectar a las abejas. Sin embargo, la funcion principal del propodleo
es prevenir la descomposicion de materia organica (es decir, organismos que han sido
asesinados por las abejas después de la invasion) esto se logra inhibiendo el crecimiento
microbiano dentro de la colmena. Por lo tanto, la presencia de propdleo crea un ambiente
desfavorable para el desarrollo de hongos y otros microorganismos, lo que contribuye a
mantener la colmena en condiciones asépticas y establece una barrera protectora (Curifuta et

al., 2012).

1.4.2. Propiedady composicion quimica del propdleo

De acuerdo con Pena (2008, citado por Moposita 2023), una de las propiedades mas
relevantes del propoleo es su actividad antimicrobiana y antifingica, la cual se le atribuye
principalmente a la presencia de los flavonoides en su composicion. Curifuta et al. (2012) sefiala
que se han realizado numerosos estudios que han demostrado las diversas actividades
farmacolégicas del propéleo, incluyendo propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales,

antiinflamatorias, hepatoprotectoras, antioxidantes y antitumorales.

La composicion del propoleo presenta variaciones significativas, siendo
aproximadamente 50% resina, 30% cera, 10% aceites esenciales, 5% polen y 5% otros

compuestos organicos. Se han identificado mas de 300 compuestos en el propdleo, de las cuales
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160. De estos el 50% son compuestos fenolicos, principalmente flavonoides (flavonas,
isoflavonas y flavonoles), acidos aromaticos y ésteres (como acido cafeico, cinamico y otros),
aldehidos aromaticos (vainillina e isovainillina), cumarinas y triglicéridos fenolicos (Curifuta

et al., 2012).

Segun Curifuta et al. (2012), la composicion del propoleo esta relacionada con las
resinas y balsamos que provienen de distintas especies vegetales y otras sustancias recolectadas
durante el traslado a la colmena, la cual tiene ventaja adicional como agente antimicrobiano y
resistencia a la aparicion de bacterias, se encuentran un promedio de 300 compuestos quimicos
teniendo como principales grupos a los polifenoles (4cidos fenolicos, flavonoides) y

terpenoides considerados como los mas activos en una extraccion etanolica al 70%.

El amplio uso del extracto etandlico de propdleo (EEP) se debe a su efectividad
terapéutica y su actividad medicinal. Este extracto se obtiene mediante la extraccion etanolica
al 70%, y se usan con fines médicos, dietéticos, cosméticos y para el control de enfermedades
de plantas y animales. Dentro del grupo flavonoides presentes en el propdleo, se encuentran
compuestos como la crisina, pinocembrina, apigenina, galangina, tecyocrisina, pinostrobina y
otros. Los terpenos son los responsables del olor caracteristico del propoleo. Ademas, se puede
encontrar micro y macroelementos como Mn, Fe, Si, Mg, Zn, Se, Ca, K, Na y Cu, asi como

vitaminas B1, B2, B6, C y E (Agurto y Cuya, 2021).

1.4.3. Accion antifungica, bactericida, bacteriostdtica y fungistdtica del propdleo de Apis
mellifera.

Los efectos bacteriostaticos y fungistaticos se refieren a la capacidad de inhibir el
crecimiento de las bacterias y hongos, respectivamente, sin causar la muerte. En contraste, los
agentes bactericidas y antifingicos son compuestos que inducen la muerte celular de estos
microorganismos, esto ocurre debido a la secrecidon de sustancias por parte de los organismos
que actuan como defensas naturales o agentes antibacterianos, provocando la lisis celular y
reduciendo asi la poblacion de patdogenos en el hospedero. El principal problema en la
actualidad es la fragilidad de los antibioticos y antifingicos, lo que ha llevado a un aumento en
la resistencia microbiana, esta variacion se debe a las variaciones genotipicas de estos
microorganismos que pueden surgir como resultado de un uso inadecuado, dosis incorrectas y

duracion del tratamiento ineficaz (Jiménez y Rodriguez, 2018).
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El propoleo, contiene una gran variedad de compuestos con actividad biologica frente a
diversas especies de bacterias y hongos, se han posicionado como una alternativa viable para el
desarrollo y formulacion de nuevos fungicidas organicos. Estos productos ofrecen beneficios
con menores efectos secundarios, con espectro de accidn mas amplia y costo inferior en
comparacion con los tratamientos convencionales disponibles para el manejo de enfermedades
infecciosas (Jiménez y Rodriguez, 2018). Para determinar la concentracion minima inhibidora
(CMI), es necesario tener en cuenta que los propoleos inhibiran el crecimiento de diversos
microorganismos a la concentracion mas baja permitida, conocida como concentraciéon minima
fungica (CMF). Una de las propiedades mas estudiadas del propoleo es la estimulacion de la
epitelizacion, lo que se logra al inhibir el desarrollo de patdogenos y reducir la proliferacion
celular, un proceso que se basa en la inhibiciéon de ARN polimerasa (Jiménez y Rodriguez,

2018).

El uso del propdleo como antifingico tiene una larga historia que se remonta a las
civilizaciones antiguas como Grecia y Roma, donde se empleaba para tratar principalmente
infecciones fungicas de la piel y las mucosas. Durante la Edad Media, su aplicacion se extendio
para tratar afecciones como el pie de atleta, recientemente estudios han demostrado que el
propdleo es eficaz contra diversos hongos patogenos (Villa Gafiay et al., 2025). La
investigacion ha mostrado que los compuestos fendlicos del propoleo, como los flavonoides y
los acidos fenoles, interactian con las membranas celulares de los hongos, provocando
alteraciones en su estructura y permeabilidad. Esta alteracion provoca la fuga de componentes
esenciales para la célula fingica, como proteinas e iones, lo que finalmente conduce a la muerte

celular (Mayta-Tovalino et al., 2014)

La actividad antimicrobiana es una de las propiedades fundamentales de los propoleos,
su accion antiflingica se basada en la inhibiciéon de 4cidos nucleicos y degradacion de la
membrana citoplasmatica, y principalmente se le atribuye a flavonoides como pinocembrina,
quercetina naringenina, acacetina, apigenina, crisina, galangina, kaempferol y pinobanskina,
asi como alteracion en los canales i6nicos a consecuencia de reacciones de fosforilacion y
desfosforilacion, disminuyendo la inhibicion de la motilidad del patdégeno provocando cambios

en la morfologia, factor importante en la virulencia (Rodriguez et al., 2020).
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1.5. Cromatografia

1.5.1. Reseiia historica

Desde sus inicios, el analisis de objetos de interés o muestras ha requerido de técnicas
de separacion para su cualificacion y cuantificacion lo que ha llevado al desarrollo de diversas
metodologias en el campo de la quimica analitica. Entre estas, la cromatografia se destaca como
una técnica fundamental que engloba multiples métodos de separacion. Su origen se remonta a
la separacion de tinturas y extractos de plantas, utilizando tiras de papel como soporte; a lo
largo del tiempo la cromatografia ha evolucionado y diversificado, dando lugar a diferentes
variantes como la cromatografia liquida, la cromatografia de gases y la cromatografia de
columna, cada una adaptada para trabajar distintas necesidades analiticas y de separacion

(Montoya y Paez, 2012).

Segin Montoya y Paez (2012), la cromatografia es una técnica analitica para separar,
cualificar y cuantificar los componentes de una muestra. Segin Matthew et al. (2023), la
cromatografia es un método de separacion muy sofisticada con distintas variantes, en la que
intervienen dos fases: una moévil y otra estacionaria, que interactuan entre si mientras se
desplazan. La muestra ingresa en la fase movil y sus componentes se distribuyen entre los
componentes fijos y modviles, y la cantidad de tiempo para la separacion en cada fase es distinto.
Si el componente pasa la mayor parte del tiempo en la fase movil, la muestra se movera
rapidamente, por el contrario, si la mayor parte del componente se encuentra en la fase

estacionaria, el producto quedara retenido y el movimiento sera mas lento.

Seglin Araceli et al. (2010), la cromatografia es un método fisico de separacion en el
que los componentes se distribuyen en dos fases: una fase estacionaria y una fase movil, que se
desplaza a través de la fase estacionaria. La separacion se basa en principios como la absorcion,
adsorcion, reparto y arrastre mecéanico, lo que genera una competencia entre ambas fases por

los componentes que se desean separar.

1.5.2. Cromatografia en capa fina

Para Vallejo-Rosero et al. (2021), la cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin
Layer Chromatography), es una técnica analitica sencilla que consiste en la separacion de los
componentes de la muestra mediante migracion diferencial a través de una fina capa de
adsorbente, generalmente sostenido por una superficie plana inerte que permite determinar el
grado de pureza de un compuesto, identifica y compara analitos, determina la efectividad de

una etapa de purificacion (pag. 20). La cromatografia en capa fina es una técnica que se utiliza
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para separar mezclas de moléculas organicas, comparar muestras segun su estructura quimica,
solubilidad en grasas, agua y determinar la pureza de los compuestos. Para determinar se fija
un soporte con un espesor de aproximadamente de 0.1 mm que contiene gel de silice (Si02),
alimina (A1203), silicato de magnesio, celulosa que sirve como la fase estacionaria las cuales
interactuan con la muestra (soluto) a través de enlaces de hidrogeno. Por otro lado, la fase movil
aporta el eluyente (disolvente), cuya funcidon es extraer el compuesto de la mezcla, los
disolventes mas utilizados son: el hexano, tetraclorometano, cloroformo, diclorometano acetato

de etilo y acetona (Ruiz, 2020).

Para Jiménez y Rodriguez (2018), la cromatografia en capa fina es un método fisico que
facilita la separacion de sustancias utilizando una capa delgada o estacionaria de silica gel Gy
fase movil. La visualizacién de las manchas se realiza mediante luz ultravioleta o utilizando

reactivos reveladores.

Seglin Apaza (2015), el Rf o Factor de Retardo, se define como la relacion de distancias
recorridas por una especie quimica y el disolvente desde el punto de origen en el cromatograma.
Este valor es constante para cada compuesto bajo condiciones especificas, como el tipo de
disolvente, temperatura y otros factores experimentales. El Rf es una medida fundamental en
cromatografia, ya que permite identificar y comparar sustancias, proporcionando informacion

valiosa sobre su comportamiento en el proceso de separacion.
El factor de Retardo se denotado por la siguiente expresion:

Distancia recorrida por el Analito

Rf =

Distancia recorrido por el Disolvente

1.5.3. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

Es una técnica para la separacion de compuestos organicos e inorgénicos térmicamente
estables y volatiles, se encarga de la separacion de los componentes de una mezcla quimica
mediante la distribucion entre una fase gaseosa que fluye (moévil) y una fase liquida estacionaria
que estd sujeta a un soporte sélido. Debido a su simplicidad, sensibilidad y eficacia en la
separacion de mezclas, la cromatografia de gases se ha convertido es una de las herramientas

mas relevantes en el campo de la quimica (Montoya y Paez, 2012).

Por otro lado, Gutiérrez et al. (2002) indica que la cromatografia de gases es una técnica
separativa que permite la separacion de mezclas muy complejas. Una vez que los componentes

individuales de nuestra mezcla han sido separados, detectados e incluso cuantificados, el unico
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dato disponible para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencidon asociado a

los picos cromatograficos correspondientes.

Segiin Montoya y Paez (2012) y Gutiérrez et al. (2002), la cromatografia de gases se
utiliza para llevar a cabo andlisis tanto cuantitativos, asi como cualitativos, asi como la
purificacion de compuestos, ademds permite la determinacion de constantes termoquimicas,
incluyendo el calor de vaporizacién de soluciones, la presion de vapor y los coeficientes de
actividad. Mediante este método de cromatografia de gases, los componentes de la muestra
vaporizada se separan al interactuar con dos fases: una fase gaseosa que influye a través de una
columna y una estacionaria que esta adherida a las paredes de la columna. Durante la separacién
por cromatografia, la muestra se inyecta en la fase movil, que es un gas inerte como el helio
(He), nitrogeno (N2) o hidrogeno (Hz2). En esta fase, los distintos componentes de la muestra
atraviesan la fase estacionaria, la cual esta fijada en el interior de la columna. Durante este
proceso, cada componente interactia de manera diferente con la fase estacionaria, lo que

permite su separacion en funcion de sus propiedades especificas.

Gutiérrez et al. (2002), sefialan que la cromatografia de gases se utiliza para cuantificar
los componentes individuales presentes en una muestra mediante curvas de calibracion. Para
este proposito, se emplean diversos detectores que se basan generalmente en la medicion de
propiedad fisicas especificas de los componentes a analizar. Algunos detectores son
universales, mientras que otros son mas selectivos y responden Unicamente a ciertos
componentes de la muestra. En este contexto, la espectrometria de masas acoplada a la
cromatografia de gases puede funcionar como un detector universal para la cuantificacion de
sustancias organicas, registrando todos los iones generados (modo TIC) o bien un detector mas

especifico al seleccionar iones de masa determinadas (modo SIR).

1.5.4. Modelos celulares de investigacion

Para Jiménez y Rodriguez (2018) los modelos celulares son procesos que permiten
controlar las células en condiciones Optimas de investigacion, pueden usarse in vivo o in vitro
y conducen a nuevos descubrimientos al aislar y/o inhibir células que son perjudiciales para
diferentes organismos. Se aislan, purifican y propagan para determinar resultados especificos y
desarrollar tratamientos basados en propiedades metabdlicas dirigidas a tipo de células
especificas. Asimismo Jiménez y Rodriguez (2018), mencionan que una de
las principales ventajas del uso de cultivos celulares en investigacion es el control de todos los

factores del mediode cultivo, incluidos los factores fisicoquimicos (CO2,
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02, tension superficial, pH, temperatura, presion osmética) y factores fisiologicos (factores de
crecimiento, densidad celular, hormonas) y vienen a ser una alternativa eficaz para el
descubrimiento de productos para contrarrestara de manera mas integra e eficaz las distintas

enfermedades en los distintos campos.



Capitulo 111

Metodologia

3.1.  Lugar del experimento

El trabajo de investigacion se realizo en tres laboratorios. La obtencion, purificacion y
prueba de medio contaminado se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia. La estandarizacion
de la metodologia de cromatografia en capa fina para el analisis de los EEPs en el Laboratorio
de Genética y Biotecnologia Vegetal, ambos laboratorios son de la Escuela Profesional de
Agronomia. El andlisis final de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas,
capa fina, la cuantificacion de fenoles y flavonoides en el Laboratorio de Control de Calidad de
la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica. Los tres laboratorios pertenecen a la
Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, a una altitud de 2792 msnm. Ubicandose en
las coordenadas geograficas de 13°08°38” latitud Sur y 74°13°17” longitud Oeste, provincia de

Huamanga y region Ayacucho.

Figura 3. 1.
Mapa de ubicacion de lugar de instalacion de Colletotrichum gloeosporioides aislados de frutos de

palto Hass.
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3.2. Tipo de investigacion
Descriptivo — Aplicada
3.3. Variables
3.3.1. Variables independientes
Frutos de palto variedad Hass
Propoleos de tres localidades de Ayacucho
Indicador:
Genero de hongo Colletotrichum gloeosporioides

3.3.2. Variables dependientes

Caracterizaciones morfologicas, concentracion de EEP y porcentaje de inhibicion de

crecimiento micelial

Indicadores.

Caracteristicas microscopicas

e Largo de conidias

e Ancho de conidias
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e Forma de conidias

e (Color de conidias
Caracteristicas microscopicas

e Color de colonias

e Tipo de micelio

e Ratio de crecimiento
Indicadores:

Concentracion de propoleos

e 25%
e 50%
o 75%

Caracteristicas quimicas de los EEPs

e Contenido de compuestos volatiles y semivolatiles

e Cuantificacion flavonoides y fenoles.

3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

e Frutos de palto variedad Hass
e Placa Petri con aislados puros de Colletotrichum gloeosporioides

3.4.2. Coleccion de muestras

El material bioldgico que se utiliz6 estuvo constituido por muestras de propoleo de Apis
mellifera, colectado mediante el método del raspado de los apiarios de los distritos de Cangallo,
Luis Carranza y San Miguel. Las muestras de palto variedad Hass se colectaron del distrito de

San Miguel.

Tabla 3.1.

Lugar y ubicacion de la recoleccion de muestras de propoleos de Apis mellifera.

Cédigo de muestra Lugar de coleccion Ubicacion geografica

A Incaraccay- Cangallo 13°33'39.3"S 74°9'55.8"W

B Luis Carranza — La Mar 13°1329"S 73°53'48"W




San Miguel — La Mar 13°00'49"S 73°58'50"W

3.5.

Técnicas e instrumentos
Coleccion de muestras
Aislamiento y purificacion
Identificacién morfologica
Efecto inhibitorio
Concentracion de EEP

Cuantificacion de flavonoides y fenoles.

. Materiales

Frutos de palto Hass

Tubos de ensayo sin rosca y con rosca

Porta y cubre objetos

Placas Petri de vidrio y plastico (9 cm).
Micropipetas (100 — 100 ul, 0 — 100 ul, 1 ml) y tips
Mechero Bunsen

Probetas graduadas de vidrio (100 ml, 1000 ml)
Punzén

Capilares de vidrio

Papel aluminio

Frascos color &mbar

Bandejas de polietileno

Papel toalla

Guantes

Mascarillas

Atomizador de vidrio para cromatografia en capa fina de capacidad de 30 ml
Plumoén indeleble

Franela

Etiquetas

Frascos de vidrio transparentes

Vidrios de 17 x 3”
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3.5.2.

Reactivos

Extracto etanolico de propdleo

Medio de cultivo “Papa Dextrosa Agar” (PDA)
Agua destilada estéril

Hipoclorito de sodio al 1%

Alcohol medicinal al 80°, 70° y 96°

Metanol

Etanol absoluto

N — hexano

Acetato de etilo
Cloroformo

Tetraciclina

Quercetina

Acido galico

Difenil borato

2 — aminoetyldifeyl borato
Silica g

. Equipos

Balanza de precision
Céamara de flujo laminar
Autoclave

Refrigeradora

Céamara de germinacion
Microscopio Optico

Camara fotografica

Estufa

Cromatoplacas con silica gel
Microscopio con regla milimetrada
Microondas

Cémara UV — VIS

Cubra cromatografica

36
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e Equipo de cromatografia de gases
e Vortex

e Sonicador

3.6. Conduccion del ensayo
3.6.1. Coleccion de frutos de palto Hass

Los frutos palto Hass enviados del distrito de San Miguel al laboratorio de Patologia
Vegetal de la Escuela Profesional de Agronomia fueron seleccionados en la etapa de madurez
adecuada (verde opaco) para el andlisis. Este proceso fue crucial para evaluar presencia de
patogenos y otros factores que puedan afectar su calidad durante la postcosecha. Las cuales
fueron acondicionadas en camaras humedas para identificar posibles patdégenos, en especial

Colletotrichum gloeosporioides, hongo responsable de la antracnosis.

3.6.2. Aislamiento y purificacion

Para la obtencion del patdégeno, una vez que llegaron los frutos al laboratorio, se lavaron
con agua de cafio para eliminar residuos de la superficie, se secd con papel toalla estéril y la
desinfeccion se realizé sumergiendo los frutos en una solucion de hipoclorito de sodio al 2%
durante 2 min, se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril, se colocé el material vegetal
en papel toalla estéril y se dejo secar. Los frutos se colocaron en camara humeda para favorecer
la esporulacion, y las observaciones fueron diarias hasta visualizar los signos de la enfermedad.
El aislamiento se realizd tomando una masa de micelio con ayuda de un estilete, la masa se
sembrd en cuatro puntos de la placa con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), se incubaron a una
temperatura de 27 °C durante 5 dias. se realizaron siembras continuas hasta obtener un cultivo

puro.

3.6.3. Caracterizacion morfologica

Los aislamientos puros fueron caracterizados morfologicamente teniendo las siguientes
consideraciones: color de las colonias, formacion de halos concéntricos, forma (cilindricas,
piriforme, ovaladas) y tamafo (largo y ancho) de las conidias. Se tomo las medidas de 200
conidias, esto se realizdé con un microscopio Optico de la marca Acu-scope a un aumento de

400X en el microscopio permitié realizar mediciones directas.
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3.6.4. Preparacion de Extractos Etandlicos de Propdleos

Se realizo siguiendo el protocolo propuesto por Checalla y Sanchez- Tito, (2021). Se
pesé 50 gr de propoleo de las muestras extraidas de las tres localidades: Cangallo, Luis Carranza
y San Miguel, luego se cortaron en trozos formando ldminas delgadas y pequeiias, las laminas
cortadas se introdujeron en recipientes con nitrogeno liquido, una vez endurecidas las ldminas
se trituraron en un mortero hasta obtener un polvo fino, este se coloco en frascos de vidrio de
color &mbar y se adiciond 250 ml de alcohol etilico al 96%, los frascos se colocaron en la estufa
a una temperatura de 37°C por 15 dias. Diariamente los frascos se agitaron durante 15 minutos
para asegurar la correcta mezcla de los componentes. transcurrido los 15 dias el sobrenadante
se filtré con papel Wathman niimero 42 con ayuda de embudo, luego el EEP se coloco en la
estufa a 50°C por 4 dias para eliminar el solvente, el sedimento fue reactivado con 25 ml de
alcohol etilico al 96%, obteniendo asi los EEP puros al 96%. Finalmente, se colocd 7.5 ml, 5
ml y 2.5 ml de agua destilada en distintos frascos &mbar donde se agregd 2.5 ml, Smly 7.5 ml
del EEP puro, para obtener las concentraciones de 25%, 50% y 75%. (p. 05)
Figura 3. 2.

Esquema del proceso de obtencion del extracto de propoleo de Apis mellifera
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3.6.5. Anadlisis de cromatografia en capa fina de los propdleos

Para la cromatografia en capa fina se sigui6 las pautas propuestas por Campo-Fernandez
et al. (2008) y Quispe (2020). Se tomo6 1 ml de cada muestra, se agregé 1 ml de metanol,
empleando agitacion constante para una mejor disolucion de las muestras de EEP. Se empleo
una placa cromatografica de vidrio con una altura de 21,5 cm y dimensiones de 23 cm x 6 cm
en la base y 28 cm x 13 cm en la parte superior. Se trabajo a temperatura ambiente de 16 °C,
empleando placas de Silica gel (SIGMA ALDRICH). Las placas (50x200mm) fueron activadas
previamente en una estufa a 100°C por una hora. La aplicacion de muestra se realizé con una
micropipeta a 1.5 cm del borde de las placas anadiendo 10 uL y luego se dejo secar al ambiente.

Una vez secas las placas se realizé una corrida ascendente utilizando como fase movil la mezcla
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de cloroformo, metanol, agua (7.5:4:0.5). La corrida fue aproximadamente de 17.4 cm durante
59min50s, 1 h24 miny 1 h41 min para las muestras de San Miguel, Cangallo y Luis Carranza
respetivamente. Después de la corrida, el secado de la placa se llevd a cabo a temperatura
ambiente de 16 °C, expuesta a la corriente de aire de la campana. Para el revelado de tipos de

flavonoides se roseo el Difenil borato al 1% etanol, utilizando la luz ultravioleta (336 nm).

3.6.6. Anadlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de los
propdoleos
Para la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se sigui6 el protocolo

propuesto por Rodriguez et al. (2020).

El andlisis cromatografico de gases acoplada a espectrometria de masas de los propoleos
de Apis mellifera de Ayacucho fueron realizados en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas Trace GC- Ultra- ITQ 900 de la marca Thermo Scientific (analizador
de masas de trampa de iones). Se utilizo el Helio como acumulador de gas y se empled el modo
de inyeccion Splitless con un volumen de 2 pl. Las condiciones de separaciéon comenzaron a
60°C durante 3 minutos, seguido de tres incrementos de rampa o temperatura: el primero de 20
°C/min hasta alcanzar los 200 °C; el segundo fue de 10 °C/min hasta llegar a los 220 °C; y el
tercero, también a 10 °C/min, alcanzado los 240 °C, manteniendo esta temperatura durante 2
min. El tiempo total de analisis fue de 25 minutos 85 segundos. La identificacion cualitativa de
los compuestos se realiza mediante la comparacion de espectros de masas utilizadas como la
biblioteca de la base de datos NIS LIBRARY y GCMS DB-PUBLIC-KOVATSRI-
VS3.MSP.Library.

3.6.7. Cuantificacion de fenoles y flavonoides

Para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides se utilizo el protocolo propuesto por
Hernandez et al. (2018). La obtencion del extracto etandlico de propoleo (EEP) se realizd
empleando 1 g de propdleo que se disolvido en 25 ml de etanol al 80% y sometido a
calentamiento a 40 grados por 2 h; el extracto obtenido fue filtrado y centrifugado para eliminar
las ceras, el sobrenadante se concentrd a sequedad a temperatura de 40 grados y reconstituido

en 25 ml de solvente.

Cuantificacion de fenoles se realizo por el método de Folin Ciocalteau, se realizé una
dilucion 1:20 del EEP, se tom6 1 ml de esta solucidn, se adiciond 1 ml del reactivo de folin

(1:10), y 4 ml de Na2COs al 1%. Se traslado a la oscuridad por 2 h y se leyo la absorbancia a
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725 nm. Se elabor6 una curva de calibracion con acido gélico. Los resultados fueron expresados

en mg equivalente de acido galico/g muestra.

Cuantificacion de flavonoides, se realiz6 una dilucion 1:20 del EEP, se tom6 500 pl
de esta solucion y se adicion6 100 pl de cloruro de aluminio al 1%, 100 pl de acetato de potasio
IM y 4 ml de etanol al 80%. Se traslado a la oscuridad por 40 min y se ley6 la absorbancia a
415 nm. Se elabord una curva de calibracion con quercetina. Los resultados fueron expresados

en mg equivalente de quercetina/g muestra.

3.6.8. Prueba de medio contaminado

Se trabajo con medio PDA estéril, una vez que el medio se encontraba a temperatura de
plaqueo (37° - 38°C), se le adiciono las diferentes concentraciones de EEP, utilizando una dosis
de 3 L de EEP/cilindro (200 L). Se utiliz6 el patdégeno Colletotrichum gloeosporioides, cuya
siembra fue 8 dias antes de la prueba, se tomaron discos del micelio con medio de cultivo con
un sacabocado estéril de 5 mm de didmetro, los discos se colocaron en el centro de la placa
Petri con medio contaminado. Las placas se incubaron a 27 °C durante 7 dias (hasta que el
testigo lleno la placa). Se tomaron datos del crecimiento micelial, para lo cual se dibujo cuatro
cuadrantes y todos los dias a la misma hora se registr6 el crecimiento por cuadrante, para la

determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento del hongo (PICM) se estim6 segun la formula

sefialada por Salazar et al. (2012).

L Diametro en PDA sinEEP — diametro en PDA con EEP
% de inhibicion = diametro en PDA sinEEP X100

3.7.  Analisis de datos
Los datos recopilados fueron procesados mediante el software estadistico InfoStat. Se

realiz6 el Analisis de varianza (ANVA) y la prueba de Tukey con un nivel de confianza 95 %.

Debido a las condiciones en las que se realiz6 el trabajo de investigacion, el disefio més
apropiado fue el Disefio Completo al Azar (DCA), cuyo disefio incluye 10 tratamientos que se

describen en la tabla 3.2.

Tabla 3. 2.



Descripcion de los tratamientos en estudio.

Tratamientos Descripcion

TO PDA solo (testigo)

T1 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 25%
T2 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 50%
T3 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 75%
T4 PDA+ EEP de San Miguel al 25%

T5 PDA+ EEP de San Miguel al 50%

T6 PDA+ EEP de San Miguel al 75%

T7 PDA+ EEP de Luis Carranza al 25%

T8 PDA+ EEP de Luis Carranza al 50%

T9 PDA+ EEP de Luis Carranza al 75%
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Capitulo IV
Resultados y discusion

4.1. Obtencion de extractos etanolicos

Se obtuvo Extractos Etanolicos de Propoleos de los distritos de Cangallo, Luis Carranza
y San Miguel. De los extractos puros (96% de alcohol etilico), mediante dilucion se elabord
tres concentraciones; 25%, 50% y 75%, con las cuales se prepararon el medio contaminado para

las pruebas posteriores.

4.2. Caracterizacion morfologica de Colletotrichum gloeosporioides

4.2.2. Caracteristicas macroscopicas

Los aislamientos obtenidos mostraron inicialmente micelio con crecimiento superficial
de color gris claro - blanco. Conforme fueron pasando los dias, el micelio central se torno
algodonoso de color blanco cremoso y se observo la presencia de masas de color salmon- negro,
donde se desarrollaron las conidias. En el reverso de las placas Petri el hongo present6 una
tonalidad salmon — naranja. Los aislamientos presentaron un crecimiento rapido formando
anillos concéntricos, coincidiendo con lo descrito por Villanueva-Arce et al. (2008, citado por
Morales-Chavez et al. 2024).
Figura 4. 1.

Caracteres morfologicos macroscopicos de C. gloeosporioides en medio PDA
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Nota: ay b) anverso de la colonia, d y e) reverso de la colonia, ¢ y f) coloracion de conidiomas en tubo.

En medio de cultivo de PDA, la tasa de crecimiento micelial fue de 0.7 — 8.9 cm (media=
2.60 cm). El crecimiento de la colonia cultivada en medio PDA es similar a lo reportado por
Silva — Rojas y Avila — Quezada (2011), quienes obtuvieron rangos de crecimiento de 0.8 -8

cm y Granados y Guevara, (2010) obtuvieron tasas de crecimiento promedio de 8 mm/dia.

Figura 4. 2.
Ratio de crecimiento diario de C. gloeosporioides

lestigo dia 1 dela evaluacion

Nota: a) ratio de crecimiento el primer dia de evaluacion, b) ratio de crecimiento al cuarto dia de crecimiento ¢)
ratio de crecimiento al sexto dia de crecimiento.
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4.2.3. Caracteristicas microscopicas

En cuanto a las caracteristicas microscopicas, presentaron conidias hialinas, cilindricas,
no septadas y en ambos extremos redondeadas, lo que contrasta con lo mencionado por
Saccardo (1991, como se citd en Morales et al., 2009), quienes observaron conidias cilindricas
redondeadas en su parte terminal después de haber aislado el hongo Colletotrichum

gloeosporioides en frutos de palto.

Las conidias mostraron un tamafo promedio de 8.7 a 17.8 um de longitud y de 3.7 2 6.9
um de ancho. Estas caracteristicas morfologicas son similares a las descritas por Villanueva-
Arce et al. (2008, como se cité en Morales-Chavez et al., 2024),quienes reportaron un tamafno
de 11.4-17.2 x 4.1-4.6 um y con Rojo-Baez et al. (2017) 13.56 - 14.24 x4 - 4.02 um y por Silva
— Rojas & Avila — Quezada (2011) 13.5 - 23.8 x 4.3 — 6.8 um para Colletotrichum

gloeosporioides.

Figura 4. 3.

Forma y tamario de las conidias de C. gloeosporioides
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Nota: a) Conidias vista en microscopio, ¢ -b) conidias asexuales de C. gloeosporioides y d) medicion de largo y
ancho de conidias.

Tabla 4. 1.

Resumen de caracteristicas morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides

Colonia Conidias (n=200)
Aislado color RC Largo Ancho Forma
(cm/dia™) (nm) (nm)
C. gloeosporioides  Blanco 0.64 8.7-17.8 3.7-6.9 Cilindrica
Cremoso

Nota. Esta tabla muestra el resumen de las caracteristicas morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas
de frutos de palto, donde: RC = Ratio de crecimiento (incubacion 27 °C por 7 dias) en medio de cultivo PDA
(papa- dextrosa - agar).
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4.3.  Analisis quimico de los EEP

4.3.2. Factor de retencion de cromatografia de capa fina

En la figura 3.4 se puede apreciar que cada Extracto Etandlico de Propdleo presenta un
perfil cromatografico distinto, lo que sugiere la presencia de distintos tipos de flavonoides en
cada muestra. Estos resultados indican que cada extracto tiene una composicidon quimica unica,
reflejando la diversidad de los compuestos presentes en los diferentes tipos de propoleo

analizados, esta variabilidad puede influir en las propiedades bioldgicas.

Figura 4. 2.

Tipo de flavonoides y factor de retencion

VINVIAVD SInT
THNDIN NVS
OTIVONVD

Nota: Cromatografia de capa fina de muestras de propoleo a) Cromatoplacas de propodleo derivatizadas con difenil

borato y reveladas con luz UV A a 336 nm b) Cromatoplacas de silica gel sectorizadas con el factor de retencion.

En la cromatografia se observa que los extractos etandlico de propdleo de Luis Carranza
y Cangallo poseen una composicidon mas amplia y variada en flavonoides que el extracto
etandlico de propdleo de San Miguel, cuando se emplea difenil borato como agente
derivatizante y revelado bajo radiacion ultravioleta. Como se puede observar, el analisis de las
cromatoplacas permite visualizar que los perfiles de flavonoides de las tres muestras analizadas
varian en funcion de la procedencia de las muestras. Asi, a través de la cromatografia de capa

fina, se evidencia que el extracto etandlico de propoleo contiene 10 tipos diferentes de
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flavonoides, algunos de estos flavonoides se repiten entre las distintas muestras, mientras que

otros son apreciables en uno o dos muestras de propoleos analizados.

Tabla 4. 2.
Procedencia y RF de propoleos de Apis mellifera

cromatografia PROPORCION:
. CLOROFORMO -
en capafina Rf

(TLC) METANOL -
AGUA (ml)

Frl 0.22

Fr2 0.36

Fr3 0.45

San Miguel 75405 |o | 060

Fr5 0.76

Fré6 0.87

Fr7 0.92

Fr8 0.96

Frl 0.17

Fr2 0.30

Fr3 0.39

Frd 0.46

Cangallo 75405 > | 056

Fré 0.65

Fr7 0.80

Fr8 0.89

Fr9 0.97

Fr10 | 0.98

Frl 0.12

Fr2 0.22

Fr3 0.39

Fr4 0.49

Luis carranza 7.5:4:0.5 Fr5 0.55

Fré6 0.65

Fr7 0.76

Fr8 0.88

Fr9 0.93

Fri0 | 0.97

Nota. Este cuadro muestra la proporcion de eluyente utilizado para el analisis cromatografico en capa fina, el

factor de retencion y la polaridad de los propdleos de las tres zonas analizadas.

Se observo que el factor de retencion de algunas localidades se parece entre si como:
Rfl de San Miguel, Rf2 de Luis Carranza y Rf5 de San Miguel, Rf7 de Luis Carranza y Rf9 de

Cangallo, Rf10 de Luis Carranza poseen la misma distancia de recorrido dandonos a entender
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que se trata tipos de flavonoides iguales. Tras realizar el revelado y marcar los tipos de
flavonoides se observd que varia entre las tres muestras de propoleo, asi obteniendo mayor
numero de tipos de flavonoides de las muestras extraidas de Luis Carranza y Cangallo, con un

nimero menor las muestras de propoleo extraida de San Miguel.

Este hecho refleja que la amplia diversidad floristica presente en la Region de Ayacucho,
la cual impacta directamente en el perfil de flavonoides de las muestras analizadas, lo que
contrasta lo mencionado por Forero et al., (2020) quien menciona que si la vegetacion
circundante en los apiarios es similar los componentes quimicos también son similares o con

pequeiias diferencias.

4.3.3. Cromatografia de gases

Los perfiles de CG- MS obtenidos de las muestras de propoleo de las localidades de San
Miguel, Cangallo y Luis Carranza facilitan un andlisis comparativo exhaustivo entre los
diferentes origenes geograficos de los propoleos, lo que nos permite discernir variaciones

significativas en su composicion.

Como se puede apreciar en las figuras 4.5 (Cangallo), 4.6 (Luis Carranza) y 4.7 (San
Miguel) se detectaron 22, 24 y 20 picos cromatograficos, respectivamente. Las sefiales

identificadas resultaron ser las de mayor intensidad.

Figura 4. 3.

Resultado de andlisis cromatogrdfico de gases acoplado a espectrometria de masas de Cangallo.
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Figura 4. 4.

Resultado de andlisis cromatogrdfico de gases acoplado a espectrometria de masas de Luis Carranza
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Figura 4. S.

Resultado de andlisis cromatogrdfico de gases acoplado a espectrometria de masas de San Miguel.
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Como puede observarse, los perfiles son diferentes para las 3 muestras analizadas, lo cual nos
indica que existe una importante variacion en su composicion, en funcion de la procedencia de
las mismas, lo cual indica la influencia de las caracteristicas climaticas, geograficas y
composicion floral de las distintas especies vegetales que se encuentran en cada localidad de
donde se obtuvo las muestras de propoleo. Los nombres de los compuestos de los picos

principales (numerados) se indican en el anexo 3.1, 3.2. y 3.3.

4.3.4. Cuantificacion de fenoles y flavonoides

En relacion con la cuantificacion de flavonoides totales, (tabla 4.3. y figura 4.8), los
valores varian entre 12,39 y 21.73 mg QE/g EEP, siendo el propoleo de San Miguel el que
presento el mayor contenido con 21.73 mg QE/g EEP, seguido del propdleo de Cangallo con
19.18 mg QE/g EEP y Luis Carranza con 12,39 mg QE/g EEP con diferencia estadisticamente
significativas (p<0.05).

Tabla 4. 3.
Cuantificacion de flavonoides en muestras de propoleo de los tres distritos de Ayacucho: Cangallo, Luis

Carranza y San Miguel, expresados en mg de quercetina/ g muestra

MUESTRA PROMEDIO DESV

C 19.1833333 1.5121039
LC 12.3916667 1.1614467
SM 21.725 2.1|028255

El espectro de absorbancia ultravioleta nos permite identificar la presencia de
flavonoides en las muestras analizadas, observando picos de absorcion 415 nm

Figura 4. 6.
Cuantificacion de flavonoides en muestras de propoleo de los tres distritos de Ayacucho: Cangallo,

Luis Carranza y San Miguel, expresados en mg de quercetina/ g muestra
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mg QE/g muestra

25
20
15

10

%]

Cangallo Luis Carranza San Miguel

Nota: EQ/g expresados como quercetina

Tabla 4. 4.

Cuantificacion de fenoles totales en el extracto etandlico de muestras de propdleos de los tres distritos

de Ayacucho: Cangallo, Luis Carranza y San Miguel, expresados en mg EAG/g muestra

MUESTRAS mg EAG/ g DESV
muestra ESTANDAR
C 27.882716 0.669836131
SM 47.6203704 1.16018186
LC 25.691358 0.92746785

Figura 4. 7.

Cuantificacion de fenoles totales en el extracto etandlico de muestras de propoleos de los tres distritos

de Ayacucho. Cangallo, Luis Carranza y San Miguel, expresados en mg EAG/g muestra.
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mg EAG/ g muestra

60
50
40
30
20

10

Cangallo San Miguel Luis Carranza

Nota: EAG/g expresados como acido galico

Se afirmar que a partir de las graficas observadas hay diferencia significativa en

contenido de fenoles de las tres localidades de Ayacucho.

Se ha observado que la cantidad de fenoles y flavonoides en las muestras de propoleo
estan determinadas de acuerdo a las localidades de donde se obtuvieron, la presencia de plantas
que proveen de resinas, los factores climaticos en el entorno, lo que coincide con lo sefalado
por Soto-Vasquez (2015), al indicar que las variaciones en las concentraciones de fenoles y
flavonoides en el propdleo estan principalmente influenciados por la flora del area ecologica,
los ciclos evolutivos de las plantas que proporcionan resinas, la presencia de microorganismos
presentes en el entorno geografico y los factores climaticos, condiciones que determinan la

composicion quimica del propdleo.

4.4. Porcentaje de inhibicion de EEP de Apis mellifera sobre Colletotrichum

gloeosporioides

Los extractos etandlicos de propdleo tuvieron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides en condiciones in vitro, esto fue evidente desde la primera
evaluacion, 24 horas después de la siembra. A concentraciones de 50% y 75% de EEP, el hongo
mostro un crecimiento ascendente (aéreo), cubriendo completamente el area donde se coloco el
disco de siembra, como se muestra en la figura 4.10. Este comportamiento sugirié6 que el
propoéleo pudo haber formado una barrera fisica que impidi6 el contacto directo con el medio

contaminado con los EEPs, lo que limit6 el crecimiento inmediato. Este efecto puede atribuirse
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a las propiedades antifungicas del propdleo, los cuales se deben en parte a la presencia de
flavonoides y fenoles en su composicion, estos compuestos bioactivos son conocidos por sus
efectos inhibidores sobre el crecimiento celular, interfiriendo en los procesos metabodlicos del
hongo. Rodriguez (2020) menciona que la actividad antifingica de los EEP esté relacionada a
la presencia de flavonoides y fenoles. Adicionalmente, el efecto antifingico podria estar
relacionada con la presencia de otros compuestos identificados en las muestras de propdleos
analizados mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, como se
detalla en los anexos 3.1, 3.2 y 3.3 entre los que destacan el apiol, alpha cedrene, terpenos la
cuales también poseen propiedades antifungicas, alterando la membrana celular del hongo
afectando su permeabilidad, inhibiendo la accion enzimatica y destruyendo los sistemas de

defensa de los hongos.

Los EEP al 25% de concentracion, lograron inhibir el crecimiento del hongo en un 50%
en promedio, esto coincide con lo obtenido por Barrera et al., (2012) mencionan que la
aplicacion de propéleo a concentraciones de 5000 pg/ml™! e inhibid un 57% el crecimiento de

C. gloeosporioides a las 24 horas.

Figura 4.10.

Comportamiento del patogeno en medio con PDA y con extracto etandlico de propdleo
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Tabla 4. 5.

Analisis de varianza del Porcentaje de inhibicion de Colletotrichum gloeosporioides
Analisis de la varianza

Variable N k= E® &3 CW
¥ Crec. 50 0.5%8 0.97 §.88

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—valor

Modelo 20771.07 9 2307. 177.83 «£0.0001

Trat. 20771.07 8 2307. 177.83 «£0.0001
Error 515.13 40 12.
Total 21290.20 4%

[T gTs)
[

]

[Ta)
L

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=T7.62775
Error: 12.9783 gl: 40

Tract. Medias n E.E.

TS 67.11 5 1l.61 &

T3 eo.05 5 1.6l &

To 37.37 5 l.el B

TS 51.03 5 1l.el B C

T2 45.1e 5 l.&l C

TS 43.63 5 1l.61 C

T1 27.54 5 1l.61 D

T4 249 .32 o 1.681 D

TT 23.29 5 1l.6l D

TO 0.00 5 1.61 E
Medias con una letra comin no son sigrificativamente diferentes (p > 0.05)

El analisis de varianza nos indica que existe diferencia significativa entre los
tratamientos lo que representa que existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion de crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides. Esto quiere decir que los EEP
tuvieron un efecto inhibitorio en diferentes porcentajes de acuerdo a las concentraciones en las

que se usaron y también teniendo en consideracion la procedencia de estos.

Con las concentraciones EEP al 25%, 50% y 75% inhibieron el crecimiento del
patdgeno. La prueba de Tukey con un nivel de confianza al 95% nos indica que los mejores
tratamientos fueron el T9 (EEP Luis Carranza al 75%) y T3 (EEP Cangallo al 75%), que
inhibieron 67.11% y 66.05%, respectivamente, seguido por los tratamientos T6 (EEP San
Miguel al 75%) y T8 (EEP Luis Carranza al 50%), que inhibieron 57.37 % y 51.03%
respectivamente, asi como los tratamientos T2 (EEP Cangallo al 50%) y TS5 (EEP San Miguel
al 50%), que inhibieron 45.16% y 43.63% respectivamente. los tratamientos T1 (EEP Cangallo
al 25%), T7 (EEP San Miguel al 25%) y T4 (EEP Luis Carranza al 25%), que inhibieron
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27.54%, 24.32% y 23.29 %, respectivamente, lo cual contrasta lo reportado por Pineda et al.,
(2010) sobre el crecimiento de Colletotrichum sp., donde tuvo un 30% de inhibicién con
diluciones de 15%, 20% y 30% y Cupull et al. (2013), quienes reportaron valores de hasta 32
mm de inhibicidn con extractos etandlicos de propdleo obtenidos de tres provincias en Cuba a
una dosis de 400 mg/L"!, lo cual respalda el planteamiento de que los EEP tienen un efecto

supresor en el crecimiento de C. gloeosporioides a nivel in vitro.



Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

5.1.  Conclusiones

1. Se obtuvieron extractos etanolico de propoleos de Apis mellifera recolectados tres
localidades de Ayacucho: Cangallo, Luis Carranza y San Miguel, utilizando concentraciones
de etanol al 25%, 50% y 75%. Las distintas concentraciones permitieron evaluar la

eficiencia del mejor extracto en el control del patogeno.

2. Las caracteristicas morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides fueron reconocidos
mediante cultivo e inspeccion microscopica. El micelio presentd aspecto algodonoso y
masas conidiales naranja — salmén con formacion de halos concéntricos. Las conidias fueron
cilindricas, hialinas de bordes redondeados con dimensiones promedio de 8.7 a 17.8 um de

longitud y 3.7 a 6.9 um de ancho.

3. Se identifico variabilidad en la composicion y cantidad de flavonoides, asi como en los
perfiles de compuestos volatiles y semivolatiles presentes en los extractos etandlicos de

propoéleos de Apis mellifera, recolectados en las tres localidades evaluadas.

4. Los extractos etanolicos de propoleos de Apis mellifera mostraron actividad antifingica in
vitro frente a Colletotrichum gloeosporioides, con porcentajes de inhibicion variables segun
la concentracidn y origen geografico del propdleo. Los tratamientos mas efectivos fueron T9
(EEP Luis Carranza al 75%) y T3 (EEP Cangallo al 75%), con niveles de inhibicion del
67.11% y 66.05%, respectivamente.
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5.2. Recomendaciones

1. Continuar con estudios comparativos para evaluar la efectividad de cada concentracion en
diferentes aplicaciones a nivel in vivo y ampliar el analisis de los propoleos a otras

localidades para evaluar la variabilidad en la composicidon quimica y la actividad biologica.

2. Con los aislamientos obtenidos de Colletotrichum gloeosporioides, se pueden realizar

pruebas moleculares para corroborar la especie.

3. Realizar estudios adicionales para explorar la relacion entre la variabilidad quimica del
propdleo y su actividad antifungica de las distintas localidades lo que permitird seleccionar

fuentes de propdleo con propiedades bioactivas especificas.

4. Dado que los Extractos Etandlicos de Propdleo demuestran una capacidad significativa para
inhibir el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides, potenciar su uso especialmente en
concentraciones del 75%, para el desarrollo de estrategias naturales de control bioldgico de
la antracnosis en campo. Ademas, se sugiere realizar trabajos similares para el control de

otros fitopatogenos.
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Anexo 1. Mapa de ubicacion de muestras de propodleo de Cangallo
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Anexo 2. Catdalogo de fotos de ejecucion de tesis

Anexo 2.1. Coleccion de muestras de propoleo

Nota: A: extraccion de bastidores con presencia de propdleo, B: propdleo extraido por método de raspado

Anexo 2.2. Identificacion de Colletotrichum gloeosporioides en frutos de palto Hass

Nota:

A: Sintomas de antracnosis en frutos de palta Hass instalados en camara hiimeda,
B y C: Frutos de palto Hass en camara himeda con presencia del patdgenos.

Anexo 2.3. Preparacion de medio PDA, identificacion y purificacion de C. gloeosporioides
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Nota: A y B: Preparacion de medio de cultivo PDA (papa- dextrosa - agar)
— .

_ —

Nota: A: Esterilizacion de medio de cultivo, placas y otros materiales, B: plaqueo de medio en cdmara de flujo

laminar
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) TR

‘I' s _ T
Nota: A y B: Identificacion del hongo Colletotrichum gloeospoioides aisladas de frutos de palto Hass en

microscopio.

Nota: A: Conservacion del hongo Colletotrichum gloeosporioides en tubos de ensayo.

Anexo 2.4. Proceso de obtencion de Extractos Etandlicos de Propoleo de Apis mellifera



Nota:

A: Muestra de propoleo, B, C y D: Pesado, laminado y triturado de los propdleos
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Nota:

A: alcohol etilico de 96°, B: frascos ambar con propéleo y alcohol etilico

Nota:

A: alcohol etilico de 96° mas propoleo triturado en camara germinadora a 37°C de temperatura,
B: agitacion de los frascos, C: filtrado de los extractos etanélicos de propoleo, D: proceso de secado de EEP a una

temperatura de 50°C.
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Nota:
A: EEP reactivado al 96°, B: EEP a tres concentraciones (25, 50 y 75%) de las tres zonas.

Anexo 2.5. Estandarizacion de protocolo y preparacion del solvente para cromatografia de capa fina

Nota:

A: pesado de silica gel, B: preparado de silica gel y placas con silica, C: secado de placas de vidrio con silica gel.
—— T TF g0

Nota:

A: preparacion de solvente (cloroformo, metanol y agua), B: preparacion del revelador (Difenil borato)
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Nota:
A: placas de vidrio con silica gel con muestras de propoleos de las tres zonas, B: incorporacion a frascos con

solvente para la corrida.

Nota:

A: corrida de placas en el solvente para estandarizacion de protocolo.
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Nota:

A y B: revelado de placas el camara de rayos UV a 100nm

Anexo 2.6. Corrida de cromatografia en capa fina de las muestras de propdleo de los tres distritos de

Ayacucho: Cangallo, San Miguel y Luis Carranza

Nota:

Ay B: Corrida de muestras en cubas cromatograficas y en placas de 50x200mm.

Nota:



A: proceso de secado después de asperjar con el revelador (Difenil borato).

Nota:

A: proceso de revelado en camara Uv a 336nm de muestras de propoleo

Nota:

A: proceso de medicion del factor de retencion (Rf).

Anexo 2.7. Preparacion de muestras de propoleos para Cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas
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Nota:

Nota: A: agitado del propoleo, B y C: centrifugado de propoéleos, C: filtrado de propoleos
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Anexo 2.8. Preparacion de muestras de propoleos para Cuantificacion de Flavonoides y Fenoles

Nota: A: Pesado de muestras de propoleo de las tres localidades de Ayacucho: Cangallo, San Miguel y Luis

Carranza, B: Disolucion de muestras de propdleo en etanol al 80%

Nota: A: Preparacion de solucion para curva de calibracion de quercetina, B: Solucion de muestras de propoleo
para cuantificacion de flavonoides.
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Nota: A: Disolucion de acido galico, B: Preparacion de solucion p;d“ra curva de calibracion de acido galico
estandar para fenoles totales, C: Solucion de muestras de propodleo y D: Lectura de absorbancia para fenoles a
725 nm y flavonoides a 415nm.

Anexo 3. Resultados de andlisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

Anexo 3.1. Resultados de muestras de propoleo de Cangallo



N |TR COMPOUND AREA COMMENT
1| 9.799|4-VINYLGUAIACOL 87963
2| 10.63 | para-anisic acid 31296
3| 10.68| Mandelic acid 322277
41 11.98| APIOL 2183103 | TERPENO
AROMA EN
5| 12.06| FURANONE,5-(2,5-DIMETHYLPHENYL) 2510761 | PLANTAS
6| 12.11| COPAENE 112379 | TERPENO
7| 12.53]|alphacedrene 471549 | TERPENO
4,5,6,7,8-pentahydro-1,4,9.9-tetramethyl-3H-
8| 13.48|3A,7-Methanoazulen-2-one 556703
9| 14.36|hydroquinone 1468621
SESQUITERPEN
O DEFENSA DE
10| 17.01| nootkatone 837159 | PLANTAS
11| 17.26 | caryophylla-3(12),7(13)-dien-6-ol 2224657
6-hydroxy-2,2,4,4-tetramethyl-1,2,3,4-
12| 17.44 |tetrahydro-gamma-carboline 2641161
5 ALPHA-ANDROSTANE-3 ALPHA, 17 ALPHA
13| 17.76|DIOL 38174428
14| 18.39 (NI 15238
15 19.17 | NI 5682521
16| 19.92 allyl crotonate 34319
15-METHOXYBICYCLO(8,3,2),10(15),11-TRIEN-
17| 21.05|14-ONE 14202655
18| 21.26 | ANDROST-5,16-DIENE-OL 4131 | hormona
2,6,6,9-tetramethyl-5alpha,8 beta-
19| 22.12|tricyclo(6.3.0.0(1,5))undeca-2,9-diene 45616
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20| 23.01| hexadecanol 915311
s-Indacen-1(2H)-one, 3,5,6,7-tetrahydro-3,3,5,5-
21| 23.67|tetramethyl-8-(3-methylbutyl)- 2524055
22| 24.57 | heptadienoic acid dihexyl ester 1005417
Anexo 3.2. Resultados de muestras de propoleo de Luis Carranza
N TR COMPOUND AREA COMMENT
1| 9.8206 | 3-PHENYL-2-PROPEN-1-OL 105670
2| 10.69 | mandelic acid 473408
3| 11.997 | alpha-phenylcinnamic acid 267057
4| 12.002 | apiol 10130316
5| 12.071 | tetramethyl-2-tetrazene 3080
Propionic acid, 3-(2,5-
6| 12.077 | dimethylbenzoyl)- 2332172
7| 12.125 | alpha copaene 418038
8| 12.551 | alpha cedrene 91532
9| 13.282 | adamantane acetic acid 25553
10| 13.491| NI 53421
11| 14.373 | hydroquinone 707268
12| 16.362 | alpha himachalene 4910783
13| 17.238 | eremophilene 704937
5 ALPHA-ANDROSTANE-3
14| 17.776 | ALPHA, 17 ALPHA DIOL 57742907 | HORMONA
15| 19.172 | ni 1164573
4-methoxy-4-phenylbut-1-
16| 20.235| ene 655208
2-(4- comp volatil
17| 20.238 | methoxyphenyl)ethanol 2191628 | en plantas
18| 20.887 | allyl crotonate 2294
19| 21.261 | Androst-5,16-diene-3f-ol 2832457 | hormona
monoterpeno
20| 22.073 | glaucyl alcohol 17876189 | alcohol
encontrada
en Baccharis
21| 22.539]1,1,6-trimethylindan 106078 | salicifolia
22| 22.851 | ni 421837
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2,6,6,9-tetramethyl-5 alpha,
8 beta-tricyclo(6,3,0(1,5)

23| 24.067 | undeca-2,9- diene 16323411
2-hexyldecanoc acid methyl
24| 24.599 | ester 530008

Anexo 3.3. Resultados de muestras de propoleo de San Miguel

N TR COMPOUND AREA COMMENT
acetona volatil ,
agente aroma a
1| 10.6043 | 4- Methoxyphenylacetone 796136 | nais
Mandelic acid// Benzeneethanol,
2 10.7 | 4-hydroxy- 151402
2H-PYRIMIDO(1,2-
A)(1,3,5)Triazine-2,4,8(1H,3H)
3| 11.7064 | trione 56733
4| 11.7594| spathulenol 219594
5| 11.8937|2'6' dihydroxyacetophenone 227643
6| 12.0071| apiol 365538
7| 12.0848| NI 73572
8 16.366 | n-Hexadecanoic acid 497403
9| 17.2242 | P-CYMEN-8-OL 20198
5 ALPHA-ANDROSTANE-3 ALPHA,
10| 17.6732|17 ALPHA DIOL 2105964
11| 19.4577| 6-carboxyfLavonol 39844
12| 19.09866 | methylciclohexane 156520 | EN ACACIA
COMPVOLATIL EN
PLANYTAS PARA
ATRAER
13| 20.3483 | 2-(methoxyphenyl) ethanol/ 15378731 | POLINIZADORES
14| 22.0802 | orthoethylphenol 875979
15| 22.0988 | p-hydroxyphenylacetic acid 558122
EN PLANTAS
PARA ATRAER
16| 23.0004 | paramethoxyphenylacetone 6636041 | INSECTOS
17| 23.5986| NI 11707
18| 23.8745| NI 62663
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2,6,6,9-tetramethyl-5alpha,8 beta-
tricyclo(6,3,0(1,5))undeca-2,9-

19| 23.9505| diene 1944096
20| 24.1331| NI 135906

NOTA: No se cuantifico porque la linea base se distorsiona, las areas deben ser tomadas s6lo como
referencia de abundancia



Anexo 3.4. Pardametros de la relacion sefial/ruido de las bandas cromatogrdficas de propdleos de Cangallo.
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Anexo 3.5 Parametros de la relacion sefial/ruido de las bandas cromatogrdficas de propoleos de Luis Carranza
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Anexo 3.6. Parametros de la relacion sefial/ruido de las bandas cromatogrdficas de propdleos de San Miguel
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Anexo 3.7. Tabla de curva de calibracion de flavonoides

Concentracion Absorbancia

Estandar (ug/ml)
15 0.051
20 0.0711
, 25 0.090
Quercetina m T
40 0.151
50 0.190

Anexo 3.8. Figura de curva de calibracion de flavonoides
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0.1
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10
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40

Concentracion, ug/ml

Anexo 3.9. Tabla de curva de calibracion de fenoles

Estindar Concentracion  Absorbancia
(ug/ml)

Acido gilico 40 0.449
50 0.54

60 0.629

70 0.773

&0 0.841

a0 0.984

100 1.093
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Anexo 3.10. Figura de curva de calibracion de fenoles

Concentracion, ug/mL
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Anexo 3.11. Medida de las conidias de Colletotrichum gloeosporioides
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RESUMEN

La antracnosis en frutos de palto es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides,
patogeno que provoca la descomposicion de los frutos durante la poscosecha. El propdleo
producido por las abejas (Apis mellifera L.) es una resina que posee efectos antifingicos
y antibacterianos atribuidas a su contenido de compuestos fenolicos, flavonoides y
terpenos. El objetivo fue evaluar el efecto antifingico de Extractos Etanolico de
Propodleos (EEP) frente a C. gloeosporioides, para lo cual se utilizaron muestras de
propoleos procedentes de las localidades de Cangallo, Luis Carranza y San Miguel
preparadas a tres concentraciones 25%, 50% y 75%. Se trabajo con un Disefio Completo
al Azar (DCA), con 10 tratamientos y 5 repeticiones, empleando la metodologia de medio
contaminado. El hongo fue inoculado en medio PDA mediante discos de micelio con
mediciones diarias. Para el andlisis quimico de los EPP, se utiliz6 la metodologia de
cromatografia en capa fina para la identificacion de flavonoides y cromatografia gases
acoplado a espectrometria de masas para la deteccion de compuestos volatiles. Los
resultados obtenidos con la formula de porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial
(PICM) evidenciaron que todos los EEP inhiben el crecimiento del C. gloeosporioides.
Las mayores inhibiciones se registraron a la concentracion del 75 %, con valores de 69.85
% para Luis Carranza, 68.91 % para Cangallo y 59.37 % para San Miguel. Asimismo, los
analisis cromatograficos revelaron que los propoleos de Luis Carranza y Cangallo
presentaron mayor diversidad de flavonoides, mientras que los de Luis Carranza
mostraron la mayor cantidad de compuestos volatiles segun los resultados obtenidos por

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.
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In vitro antifungal effect of ethanolic extracts of Apis mellifera propolis on
Colletotrichum gloeosporioides of avocado. Ayacucho, 2024

ABSTRACT

Anthracnose in avocado fruit is caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides, a
pathogen that causes fruit decay during postharvest. Propolis produced by honeybees
(Apis mellifera L.) is a resin that possesses antifungal and antibacterial effects attributed
to its content of phenolic compounds, flavonoids, and terpenes. The objective was to
evaluate the antifungal effect of Ethanolic Propolis Extracts (EEP) against C.
gloeosporioides. Propolis samples from the localities of Cangallo, Luis Carranza, and San
Miguel were used, prepared at three concentrations: 25%, 50%, and 75%. A completely
randomized design (CRD) was used, with 10 treatments and 5 replicates, using the
contaminated medium methodology. The fungus was inoculated into PDA medium using
mycelial discs with daily measurements. For the chemical analysis of the PPE, thin-layer
chromatography was used to identify flavonoids, and gas chromatography-mass
spectrometry was used to detect volatile compounds. The results obtained using the
percentage of mycelial growth inhibition (PGMI) formula showed that all PPE inhibit the
growth of C. gloeosporioides. The highest inhibitions were recorded at a concentration of
75%, with values of 69.85% for Luis Carranza, 68.91% for Cangallo, and 59.37% for San
Miguel. Furthermore, chromatographic analyses revealed that propolis from Luis
Carranza and Cangallo presented a greater diversity of flavonoids, while those from Luis
Carranza showed the highest amount of volatile compounds, according to the results

obtained by gas chromatography-mass spectrometry.

Keywords: Propolis, Colletrotrichum gloeosporioides, thin layer and gas
chromatography, Ethanolic Extracts of Propolis (EEP) and antifungal effect.



I INTRODUCCION

El cultivo de palto (Persea americana Mill.) ha
sido parte de la alimentaciéon humana desde
tiempos antiguos y, en las Ultimas décadas, ha
adquirido gran relevancia a nivel mundial
debido a sus propiedades nutricionales y
beneficios para la salud. Su creciente
importancia economica se debe, en parte, a los
avances en mangjo agrondomico, mejora
genética, riego tecnificado, fertilizacion y
control de plagas, lo que ha permitido
incrementar tanto el rendimiento como la
calidad del fruto. En nuestro pais, la variedad
Hass la mas apreciada por su buena
composicion nutricional y su céscara gruesa,
que facilita su transporte y almacenamiento
(Zapata et al., 2020). No obstante, las pérdidas
durante la poscosecha continuan siendo una
limitante significativa principalmente por
practicas inadecuadas de manipulacion, dafios
mecédnicos y condiciones deficientes de
almacenamiento y transporte. Estos factores no
solo comprometen la calidad del fruto, sino que
también  favorecen el  desarrollo de
enfermedades que disminuyen su valor

comercial (Benitez et al., 2021; MIDAGRI,
2008).

La palta enfrenta serios problemas durante su
almacenamiento y comercializacion debido al
ataque de patogenos como Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal de la

antracnosis. Este hongo penetra la cuticula del

fruto y puede permanecer en estado latente

hasta que se presente las condiciones favorables
de temperatura y humedad o el fruto alcance su
madurez, momento en la que se activa y genera
lesiones que puedan ocasionar pérdidas
econdmicas de hasta el 20% de la produccion

(Tapia et al., 2020; Mayek - Pérez et al., 2009).

Seglin Beno y Prusky (2000) y Mayek - Pérez
et al. (2009), la antracnosis causa pérdidas
significativas durante la etapa de poscosecha,
principalmente por el deterioro de los frutos que
afecta su calidad comercial. Los sintomas
iniciales se manifiestan como manchas
circulares, blandas y humedas que, con el
tiempo, se oscurecen y desarrollan masas
conidiales de color rosa o salmén. Estas
lesiones  avanzan  hasta  provocar el

ablandamiento y la pudricion del mesocarpio,

lo que puede llevar a la pérdida total del fruto.

El propoleo es wuna sustancia resinosa
recolectada por las abejas (4Apis mellifera L.) a
partir de exudados de brotes, néctar de flores y
otras secreciones de las plantas. En la colmena,
es utilizado para sellas grietas, embalsamar
invasores y proteger el ambiente interno contra
microorganismos patdgenos. Su composicion
incluye mas de 300 compuestos bioactivos,
cuya concentracion y variedad dependen del
origen botanico y geografico, esta compleja
combinacion  le  confiere = propiedades
antimicrobianas y antifungica (Luna y Polo,
2024; Rodriguez, 2020). Ante la creciente

preocupacion por los efectos negativos

asociados a los fungicidas, crece el interés en



alternativas mas ecoldgicas para controlar
enfermedades poscosecha. En este contexto, los
extractos etandlicos de propdleo (EEP), han
demostrado capacidad para inhibir el desarrollo
de hongos fitopatdégenos como Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal de la antracnosis
en frutos de palto, siendo asi una alternativa
sostenible para mantener la calidad del fruto

durante almacenamiento y transporte.
Objetivo general

Evaluar el efecto antifingico in vitro de
extractos etandlicos de propoleos de Apis
mellifera en Colletotrichum gloeosporioides de

palto.
Objetivos especificos

1. Obtener extractos etanolicos de propoleos de
Apis mellifera.

2. Reconocer las caracteristicas morfologicas
de Colletotrichum gloeosporioides de palto.

3. Realizar el andlisis quimico de los extractos
etandlicos de propoleos de Apis mellifera.

4. Comparar in vitro el efecto antifungico de
los extractos etanolicos de propoleos de Apis
mellifera en Colletotrichum gloeosporioides
de palto.

II. METODOLOGIA

Lugar del experimento

La investigacion se realizo en tres laboratorios;
la obtencion, purificacion y prueba de medio
contaminado se realizd en el Laboratorio de
Fitopatologia, la estandarizacion de la

metodologia de cromatografia en capa fina para

el analisis de los EEPs en el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia Vegetal, ambos
laboratorios son de la Escuela Profesional de
Agronomia. El andlisis final de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas,
capa fina, la cuantificacion de fenoles y
flavonoides en el Laboratorio de Control de
Calidad de la Escuela Profesional de Farmacia
y Bioquimica. Los tres laboratorios pertenecen
a la Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga, a una altitud de 2792 msnm.
Ubicandose en las coordenadas geograficas de
13°08°38” latitud Sur y 74°13°17” longitud
Oeste, provincia de Huamanga y region

Ayacucho.
Obtencion de muestras de propdleo

Las muestras de propoleo fueron recolectadas
mediante raspado en tres localidades: Cangallo,
Luis Carranza y San Miguel. Posteriormente, se
almacenaron en frascos ambar y se trasladaron

al laboratorio para su analisis

Coleccion de frutos de palto Hass

Los frutos palto Hass del distrito de San Miguel
fueron seleccionados en la etapa de madurez
verde opaco y enviados al laboratorio vegetal
para evaluar la presencia de patogenos, especial
Colletotrichum gloeosporioides. Los frutos
fueron acondicionados en cdmaras humedas
para identificar posibles infecciones durante la

poscosecha.



Aislamiento y purificacion

Los frutos se lavaron con agua de cafio, se secd
con papel toalla estéril y la desinfeccion se
realizé en hipoclorito de sodio al 2% por 2 min,
seguidos de dos enjuagues con agua destilada
estéril. Luego se dejo secar sobre papel toalla
estéril y se colocaron en cdmara humeda para
favorecer la  esporulacion, observando
diariamente hasta visualizar los signos de la
enfermedad. Para aislar el patégeno, se tomod
micelio con un estilete y se sembr6 en placas
con medio Papa Dextrosa Agar (PDA),
incubando a 27 °C durante 5 dias. Se repitio la

siembra hasta obtener cultivos puros.

Caracterizacion morfolégica

Los aislamientos puros se caracterizaron
morfologicamente considerando el color de las
colonias, formacion de halos concéntricos,
forma (cilindricas, piriforme, ovaladas) y
tamafio (largo y ancho) de las conidias. Se
midi6 200 conidias utilizando un microscopio
optico Acu-scope a 400X de aumento, lo que

permiti6 realizar mediciones directas.

Preparacion de Extractos Etandlicos de

Propdleos

Siguiendo el protocolo de Checalla y Sanchez-
Tito, (2021), se pes6 50 gr de las muestras de
propoleo, se cortaron en laminas, se
introdujeron en recipientes con nitrégeno
liquido y se trituraron hasta obtener un polvo
fino. Este polvo se macerd en 250 ml de alcohol

etilico al 96% a 37°C por 15 dias, agitando

diariamente para asegurar la correcta mezcla de
los componentes. Luego, el extracto se filtro y
se evaporo el solvente a 50°C por 4 dias para
obtener el EEP puro al 96%. Finalmente, se
colocd 7.5 ml, 5 ml y 2.5 ml de agua destilada
en distintos frascos &mbar donde se agrego 2.5
ml, 5 mly 7.5 ml del EEP puro, para obtener las
concentraciones de 25%, 50% y 75%

Analisis de cromatografia en capa fina de los

propoleos

Para la cromatografia en capa fina se sigui6 las
pautas propuestas por Campo-Fernandez et al.
(2008) y Quispe (2020). Se preparo muestras de
EEP mezclando 1 ml de extracto con 1 ml de
metanol. Se empleo una placa de Silica gel
(SIGMA ALDRICH) activadas previamente a
100°C, aplicando 10 pL de muestra con
micropipeta. y luego se dejo secar al ambiente.
La corrida ascendente se realiz6 con una mezcla
de cloroformo, metanol y agua (7.5:4:0.5)
durante 17.4 cm durante 59 min 50 s, 1 h 24 min
y 1 h 41 min para las muestras de San Miguel,
Cangallo y Luis Carranza respetivamente a 16
°C. Tras la corrida, las placas se secaron y se
revelaron flavonoides con Difenil borato al 1%
en etanol, utilizando la luz ultravioleta (336

nm).

Analisis de cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas de los propdleos

Para la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas se sigui6 el protocolo

propuesto por Rodriguez et al. (2020).



El anélisis GC-MS de los propdleos de Apis
mellifera de Ayacucho fueron realizados con un
equipo Thermo Scientific Trace GC- Ultra- ITQ
900. Se utilizo el Helio como gas portador y
modo de inyeccién Splitless con un volumen de
2 ul. Las condiciones de separacion
comenzaron a 60°C con incrementos
progresivos hasta 240 °C manteniendo esta
ultima por dos minutos, en un tiempo total de
25 minutos y 85 segundos. La identificacion
cualitativa de los compuestos se realiza
mediante la comparacion de espectros de masas
utilizadas como la biblioteca de la base de datos
NIS LIBRARY y GCMS DB-PUBLIC-
KOVATSRI-VS3.MSP.Library.

Cuantificacion de fenoles y flavonoides

Para la cuantificacion de polifenoles y
flavonoides se utilizo el protocolo propuesto
por Hernandez et al. (2018). Se disolvio 1 g de
propdleo en 25 ml de etanol al 80%, se calentd
a 40 °C por 2 horas, luego se filtr6 y centrifugd
para eliminar ceras. El sobrenadante se
concentro a sequedad a 40 °C y reconstituyé en

25 ml de solvente.

Cuantificacion de fenoles se realiz6 por el
método de Folin Ciocalteau, se realizd una
dilucion 1:20 del EEP y se mezclo 1 ml de esta
solucion con 1 ml del reactivo de folin (diluido
1:10) y 4 ml de Na2COs al 1%. Se mezcla se
traslado a oscuridad por 2 h y se leyd la
absorbancia a 725 nm. Se elabor6 una curva de

calibracion con acido galico y los resultados

fueron expresados en mg equivalente de acido

galico/g muestra.

Cuantificacion de flavonoides, sc realizo una
dilucion 1:20 del EEP, se tomd 500 pl de esta
solucién y se adicion6 100 pl de cloruro de
aluminio al 1%, 100 pl de acetato de potasio 1M
y 4 ml de etanol al 80%. Se traslado a la
oscuridad por 40 min y se ley¢ la absorbancia a
415 nm. Se elabord una curva de calibracion
con quercetina. Los resultados fueron
expresados en mg equivalente de quercetina/g

muestra.

Prueba de medio contaminado

Se trabajo con medio PDA estéril a 37° - 38°C,
al cual se afiadieron diferentes concentraciones
de EEP, utilizando una dosis de 3 L de
EEP/cilindro (200 L). Se utiliz6 el patdégeno
Colletotrichum gloeosporioides, sembrado 8
dias antes de la prueba, colocando discos del
micelio de 5 mm de diametro, los discos se
colocaron en el centro de la placa Petri con
medio contaminado. Las placas se incubaron a
27 °C durante 7 dias (hasta que el testigo lleno
la placa). Se tomaron datos del crecimiento
micelial, para lo cual se dibujoé cuatro
cuadrantes y todos los dias a la misma hora se
registro el crecimiento por cuadrante, para la
determinacion del porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial (PICM).

El porcentaje de inhibicion de crecimiento del
hongo (PICM) se estim6 segin la foérmula

sefialada por Salazar et al. (2012).



% PICM
_ Diametro en PDA sinEEP — diametro en PDA con EEP

X 100
diametro en PDA sinEEP
Analisis de datos
Tabla 2.1
Descripcion de los tratamientos en estudio.
TRAT. Descripcion
TO PDA solo (testigo)
T1 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 25%
T2 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 50%
T3 PDA+ EEP de Cangallo — Incaraccay al 75%
T4 PDA+ EEP de San Miguel al 25%
T5 PDA+ EEP de San Miguel al 50%
T6 PDA+ EEP de San Miguel al 75%
T7 PDA+ EEP de Luis Carranza al 25%
T8 PDA+ EEP de Luis Carranza al 50%
T9 PDA+ EEP de Luis Carranza al 75%

I11. RESULTADOS Y DISCUSIONES
Obtencion de extractos etanolicos

Se obtuvo Extractos Etanolicos de Propdleos de
los distritos de Cangallo, Luis Carranza y San
Miguel. De los extractos puros (96% de alcohol
etilico), mediante dilucion se elaboro tres
concentraciones; 25%, 50% y 75%, con las
cuales se prepararon el medio contaminado para

las pruebas posteriores.

Caracterizacion morfolégica de

Colletotrichum gloeosporioides

Caracteristicas macroscopicas

Los aislamientos  obtenidos  mostraron
inicialmente micelio gris claro — blanco con
crecimiento superficial. Con el tiempo, el
micelio central se volvio algodonoso y blanco
cremoso, desarrollando masas de color salmon-
negro. En el reverso de las placas Petri el hongo
presentd una tonalidad salmon — naranja.
crecieron

Ademas, los aislamientos

rapidamente formando anillos concéntricos,
coincidiendo con lo descrito por Villanueva-
Arce et al. (2008, citado por Morales-Chavez et
al. 2024).

Figura 3.1

Caracteres morfologicos macroscopicos de C.
gloeosporioides en medio PDA

Nota: a y b) anverso de la colonia, ¢) coloracion de
conidiomas

En medio de cultivo de PDA, la tasa de
crecimiento micelial fue de 0.7 — 8.9 cm
(media= 2.60 cm). El crecimiento es similar a
lo reportado por Silva — Rojas y Avila —
Quezada (2011), quienes observaron de 0.8 -8
cm y Granados y Guevara, (2010), con una tasa

promedio de 8 mm/dia.

Figura 3.2

Ratio de crecimiento diario de C. gloeosporioides
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Nota: a) ratio de crecimiento el primer dia de evaluacion,
b) ratio de crecimiento al cuarto dia de crecimiento c)
ratio de crecimiento al sexto dia de crecimiento.

Caracteristicas microscopicas

Microscopicamente, las conidias fueron
hialinas, cilindricas, no septadas y en ambos
extremos redondeadas, lo que contrasta con lo
mencionado por Saccardo (1991, como se citd

en Morales et al., 2009), quienes describieron



conidias cilindricas redondeadas en su parte
terminal después de haber aislado el hongo
Colletotrichum gloeosporioides en frutos de
palto. El tamafio promedio de las conidias fue
8.7a17.8 um de longitud y de 3.7 a 6.9 um de
ancho, similar a los rangos reportados por
Villanueva-Arce et al. (2008, como se citd en
Morales-Chavez et al., 2024), Rojo-Baez et al.
(2017) y Silva — Rojas & Avila — Quezada
(2011) para esta especie.

Figura 3.3

Forma y tamario de las conidias de C.

gloeosporioides

Nota: a) Conidias vista en microscopio, ¢ -b) conidias
asexuales de C. gloeosporioides y d) medicion de largo
y ancho de conidias.

Tabla 3.1

Resumen de caracteristicas morfologicas de
Colletotrichum gloeosporioides

Nota. Esta tabla muestra el resumen de las caracteristicas
morfologicas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas
de frutos de palto, donde: RC = Ratio de crecimiento
(incubacion 27 °C por 7 dias) en medio de cultivo PDA
(papa- dextrosa - agar).

Analisis quimico de los EEP

Factor de retencion de cromatografia de

capa fina

En la figura 3.4 se observa que cada Extracto
Etandlico de Propoleo presenta un perfil
cromatografico distinto, lo que sugiere la
presencia de distintos flavonoides en cada
muestra. Esto indica que cada extracto tiene una
composicién quimica Unica, cuya variabilidad

puede influir en sus propiedades biologicas.

Figura 3.4
Tipo de flavonoides y factor de retencion
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Nota: Cromatografia de capa fina de muestras de
propdleo a) Cromatoplacas de propoleo derivatizadas con
difenil borato y reveladas con luz UV A a 336 nm b)
Cromatoplacas de silica gel sectorizadas con el factor de
retencion.

Colonia Conidias (n=200)
Aislado Color RC Largo Ancho Forma
(emvdia)  (um) (wm)
C. gloeosporioides Blanco 0.64 8.7-17.8 3.7-6.9 Cilindrica

Cremoso




En la cromatografia mostrd que los extractos
etandlicos de propdleo de Luis Carranza y
Cangallo poseen una composicion mas diversa
de flavonoides que el de propodleo de San
Miguel, usando difenil borato y luz ultravioleta.
El andlisis reveld6 que los perfiles de
flavonoides varian segun su procedencia de las
muestras. En total, se identificaron 10 tipos
diferentes de flavonoides, algunos comunes y

exclusivos de una o dos muestras.

Tabla 3.2
Procedencia y RF de propoleos de Apis mellifera
cromatografia PROPORCION:
. CLOROFORMO -
en capa fina Rf

(TL0) METANOL -
AGUA (ml)

Frl 0.22

Fr2 0.36

Fr3 0.45

San Miguel 7.5:4:0.5 Fra 0.60

Fr5 0.76

Fré 0.87

Fr7 0.92

Fr8 0.96

Frl 0.17

Fr2 0.30

Fr3 0.39

Fr4 0.46

Cangallo 7.5:4:0.5 Frs 0.56

Fré 0.65

Fr7 0.80

Fr8 0.89

Fro 0.97

Fr10 0.98

Frl 0.12

Fr2 0.22

Fr3 0.39

Fr4 0.49

Luis carranza 7.5:4:0.5 Frs 0.55

Fré 0.65

Fr7 0.76

Fr8 0.88

Fr9 0.93

Fr10 0.97

Nota. Este cuadro muestra la proporcion de eluyente
utilizado para el analisis cromatografico en capa fina, el
factor de retencion y la polaridad de los propodleos de las
tres zonas analizadas.

Se observo que algunos factores de retencion de

diferentes localidades coincidian, indicando la

presencia de flavonoides similares en las
muestras de propoleo. Sin embargo, el nimero
y tipo de flavonoides varid entre las tres
muestras, siendo el mas variado en las de Luis
Carranza y Cangallo que en San Miguel. Esto
refleja la diversidad floristica presente en la
region de Ayacucho, la cual impacta
directamente en el perfil de flavonoides de las
muestras analizadas, lo que contrasta lo
mencionado por Forero et al., (2020) quienes
mencionan que si la vegetacion circundante en
los apiarios es similar los componentes
quimicos también son similares o con pequeias

diferencias.

Cromatografia de gases

Los perfiles de CG- MS obtenidos de las
muestras de propoleo de las localidades de San
Miguel, Cangallo y Luis Carranza facilitan un
analisis comparativo exhaustivo entre los
diferentes origenes geograficos de los
propdleos, lo que nos permite discernir

variaciones significativas en su composicion.

Como se puede apreciar en las figuras 4.5
(Cangallo), 4.6 (Luis Carranza) y 4.7 (San
Miguel) se detectaron 22, 24 y 20 picos
cromatograficos, respectivamente. Las sefiales
identificadas resultaron ser las de mayor

intensidad.

Figura 3.5
Resultado de andlisis cromatogrdfico de gases
acoplado a espectrometria de masas de Cangallo.



Figura 3.6

Resultado de andlisis cromatografico de gases
acoplado a espectrometria de masas de Luis
Carranza
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Figura 3.7
Resultado de andlisis cromatografico de gases
acoplado a espectrometria de masas de San Miguel.

Los perfiles de las tres muestras analizadas son
diferentes, lo cual nos indica que existe una
variacion en su composicion relacionada con la
procedencia. Esto indica que las caracteristicas
climaticas, geograficas y composicion floral de

cada localidad influyen en la composicion.

Cuantificacion de fenoles y flavonoides

Enrelacion con la cuantificacion de flavonoides
totales, (tabla 3.3. y figura 3.8), los valores
varian entre 12,39 y 21.73 mg QE/g EEP,
siendo el propoleo de San Miguel el que
presento el mayor contenido con 21.73 mg
QE/g EEP, seguido del propdleo de Cangallo
con 19.18 mg QE/g EEP y Luis Carranza con
12,39 mg QE/g EEP con diferencia

estadisticamente significativas (p<0.05).

Tabla 3.1

Cuantificacion de flavonoides en muestras de
propoleo de los tres distritos de Ayacucho:
Cangallo, Luis Carranza y San Miguel, expresados
en mg de quercetina/ g muestra

MUESTRA PROMEDIO DESV

C 19.1833333 1.5121039
LC 12.3916667 1.1614467
SM 21.725 2.11028255

El espectro de absorbancia ultravioleta nos
permite identificar la presencia de flavonoides
en las muestras analizadas, observando picos de
absorcion 415 nm

Figura 3.8

Cuantificacion de flavonoides en muestras de
propoleo de los tres distritos de Ayacucho:

Cangallo, Luis Carranza y San Miguel, expresados
en mg de quercetina/ g muestra



mg QE/g muestra

25

Cangallo Luis Carranza San Miguel

Nota: EQ/g expresados como quercetina

Tabla 3.4

Cuantificacion de fenoles totales en el extracto
etanolico de muestras de propoleos de los tres
distritos de Ayacucho: Cangallo, Luis Carranza y
San Miguel, expresados en mg EAG/g muestra

MUESTRAS mg EAG/ g muestra DESV ESTANDAR
C 27.882716 0.669836131
SM 47.6203704 1.16018186
LC 25.691358 0.92746785
Figura 3.9

Cuantificacion de fenoles totales en el extracto
etanolico de muestras de propoleos de los tres
distritos de Ayacucho: Cangallo, Luis Carranza y
San Miguel, expresados en mg EAG/g muestra.

mg EAG/ g muestra
60
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Cangallo San Miguel Luis Carranza

Nota: EAG/g expresados como acido galico

Se afirmar que a partir de las graficas
observadas hay diferencia significativa en
contenido de fenoles de las tres localidades de

Ayacucho.

La cantidad de fenoles y flavonoides en las

muestras de propoleo varia segun la localidad

de origen, la flora resinifera y los factores
climaticos en el entorno, lo que coincide con
Soto-Vasquez (2015), quien sefiala que estas
variaciones estan principalmente influenciadas
por la flora del area ecolodgica, los ciclos
evolutivos de las plantas que proporcionan
resinas,  microorganismos  presentes Yy
condiciones climaticos, que determinan la

composicion quimica del propoleo.

Porcentaje de inhibicion de EEP de Apis
mellifera sobre Colletotrichum

gloeosporioides

Los extractos etandlicos de propdleo tuvieron
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides en condiciones
in vitro las primeras 24 horas. A
concentraciones del 50% y 75%, el hongo
mostrd un crecimiento ascendente (aéreo), que
cubri6 completamente el area de siembra,
sugiriendo que el propdleo pudo haber formado
una barrera fisica que impidi6 el contacto
directo con el medio contaminado. Este efecto
inhibitorio se atribuye a los flavonoides y
fenoles presentes en el propodleo, compuestos
bioactivos que interfieren en el crecimiento y
metabolicos del hongo. Rodriguez (2020)
menciona que la actividad antifingica de los
EEP esta relacionada con flavonoides y fenoles.
Ademéds, otros compuestos identificados por
cromatografia ~de gases acoplado a
espectrometria de masas, como apiol, alpha
cedrene y terpenos, también contribuyen a este

efecto al alterar la membrana celular del hongo,



inhibir enzimas y destruir sus sistemas de
defensa.

Los EEP al 25% lograron inhibir el crecimiento
del hongo en wun 50% en promedio,
coincidiendo con Barrera et al., (2012) quienes
57% a

concentraciones de 5000 pg/ml™! después de 24

reportaron una inhibicion del

horas.

Figura 3.10
Comportamiento del patogeno en medio con PDA
y con extracto etandlico de propoleo
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Tabla 3. 5.

Analisis de varianza del Porcentaje de inhibicion de

Colletotrichum gloeosporioides

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 20771.07 9 2307.%0 177.83 <0.0001

Trat. 20771.07 9 2307.%0 177.83 <0.0001
Error 51%.13 40 12.58

Total 21250.20 49

Tabla 3. 6.
Prueba de Tukey del porcentaje de inhibicion
Colletotrichum gloeosporioides

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=T.62779
Error: 12.9783 gl: 40

Trat. Medias n E.E.

TS 67.11 5 1.61 A

T3 66.05 5 1l.61 A

Te 57.37 5 1.61 B

T8 51.03 5 1.8l B C

T2 45.16 5 1.6l C

TS 43.63 5 1.61 C

T1 27.54 5 1.61 D
T4 24.32 5 1.61 D
T7 23.29%9 5 1.61 D
TO 0.00 5 1.61 E

En la tabla 3.5, el analisis de varianza mostro

diferencias significativas entre los tratamientos,

indicando que los EEP inhibieron el
crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides
en porcentaje distintos segun la concentracion y

procedencia del extracto.

Las concentraciones de EEP al 25%, 50% y
75% inhibieron el crecimiento del patogeno. La
prueba de Tukey con un nivel de confianza al
95% nos indica que los mejores tratamientos
fueron el T9 (EEP Luis Carranza al 75%) y T3
(EEP Cangallo al 75%), que inhibieron 67.11%
y 66.05%, respectivamente, seguido por los
tratamientos T6 (EEP San Miguel al 75%) y T8
(EEP Luis Carranza al 50%), que inhibieron
57.37 % y 51.03% respectivamente, asi como
los tratamientos T2 (EEP Cangallo al 50%) y
T5 (EEP San Miguel al 50%), que inhibieron
45.16% y 43.63%
tratamientos T1 (EEP Cangallo al 25%), T7
(EEP San Miguel al 25%) y T4 (EEP Luis
Carranza al 25%), que inhibieron 27.54%,

respectivamente, los

24.32% y 23.29 %, respectivamente, como se
detalla en la tabla 3.6. estos resultados
contrastan con lo reportado por Pineda et al.,
(2010) sobre el crecimiento de Colletotrichum
sp., donde tuvo un 30% de inhibicion con
diluciones de 15%, 20% y 30% y Cupull et al.
(2013), quienes reportaron valores de hasta 32
mm de inhibicidn con extractos etandlicos de
propoleo obtenidos de tres provincias en Cuba
a una dosis de 400 mg/L™!, lo cual respalda el
planteamiento de que los EEP tienen un efecto
crecimiento de C.

supresor en el

gloeosporioides a nivel in vitro.



CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron extractos etanodlico de
propdleos de Apis mellifera recolectados tres
localidades de Ayacucho: Cangallo, Luis
Carranza 'y San  Miguel, utilizando
concentraciones de etanol al 25%, 50% y 75%.
Las distintas concentraciones permitieron
evaluar la eficiencia del mejor extracto en el

control del patogeno.

2. Las  caracteristicas  morfologicas de

Colletotrichum gloeosporioides fueron
reconocidos mediante cultivo e inspeccion
microscopica. El micelio presentd aspecto
algodonoso y masas conidiales naranja —
salmoén con formacion de halos concéntricos.
Las conidias fueron cilindricas, hialinas de
bordes redondeados con dimensiones promedio

de 8.7 a 17.8 um de longitud y 3.7 2 6.9 um de

ancho.

3. Se identifico variabilidad en la composicion
y cantidad de flavonoides, asi como en los
perfiles de compuestos volatiles y semivolatiles
presentes en los extractos etanolicos de
propdleos de Apis mellifera, recolectados en las

tres localidades evaluadas.

4. Los extractos etandlicos de propoleos de
Apis mellifera mostraron actividad antifingica
in vitro frente a Colletotrichum
gloeosporioides, con porcentajes de inhibicion
variables segun la concentracion y origen

geografico del propdleo. Los tratamientos mas

efectivos fueron T9 (EEP Luis Carranza al
75%) y T3 (EEP Cangallo al 75%), con niveles
de inhibicion del 67.11% y 66.05%,

respectivamente.
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