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RESUMEN

Hemileia vastatrix, clasificado com un patégeno biotrofico es el agente causal de la roya en
el cafeto, una de las principales limitantes de la produccion de café. Su control se basa en
compuestos productos cuyo principal ingrediente activo es el cobre, el cual genera toxicidad
al suelo, cadenas troficas, y a la fenologia de la planta. Existe evidencia que demuestra que
los biofungicidas formulados a partir de extractos vegetales representan una alternativa en el
manejo de esta enfermedad. En este trabajo se evaluo la actividad fungicida contra H.
vastatrix a base de extractos de propoleos provenientes de tres regiones del estado de
Oaxaca, México: Mixteca, Valles Centrales y Costa. Se evaluaron tres concentraciones al
2.5,5y 10 %, un testigo y un control (Alto 100 sl); y se determinar6 el a) el dafio a la
uredospora, b) la inhibicion de la germinacién de la uredospora y c) la inhibicion de la
uredospora en hojas del cafeto en condiciones de laboratorio. Se encontraron dos tratamientos
en dafar a la uredospora a las 48 h, el tratamiento Mixteca 10 con una efectividad del 12.6
%, y el tratamiento Valles Centrales 10 con una efectividad del 8.2%. Enla inhibicion de
la germinacion de la uredospora in vitro, solo el tratamiento Mixteca 10 alcanzo un 98.2%.
Y finalmente en la inhibicion a la uredospora en hojas de cafe, nuevamente el tratamiento
Mixteca 10 presento la mayor eficiencia con un 95% otro tratamiento a resaltar fue Valles

Centrales 10 logrd una inhibicion del 85 %.

Palabras clave: extractos, patdogeno, uredospora, in vitro y fungicida
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ABSTRACT

Hemileia vastatrix, classified as a biotrophic pathogen, is the causal agent of coffee rust, one
of the main limitations of coffee production. Its control is based on product compounds
whose main active ingredient is copper, which generates toxicity to the soil, food chains, and
plant phenology. There is evidence that shows that biofungicides formulated from plant
extracts represent an alternative in the management of this disease. In this work, the
fungicidal activity against H. vastatrix was evaluated based on propolis extracts from three
regions of the state of Oaxaca, Mexico: Mixteca, Valles Centrales y Costa: Three
concentrations at 2.5, 5 and 10%, a witness and a control (Alto 100 sl) were evaluated; and
the a) damage to the uredospore, b) the inhibition of uredospore germination and c) the
inhibition of uredospore in coffee leaves under laboratory conditions were determined. Two
treatments were found to damage the uredospore at 48 h, the Mixteca 10 treatment with an
effectiveness of 12.6%, and the Valles Centrales 10 treatment with an effectiveness of 8.2%.
In the inhibition of uredospore germination in vitro, only the Mixteca 10 treatment reached
98.2%. And finally, in the inhibition of the uredospore in coffee leaves, again the Mixteca 10
treatment presented the highest efficiency with 95%, another treatment to highlight was

Valles Centrales 10, which achieved an 85% inhibition.

Keywords: extracts, phatogen, uredospora, in vitro and fungicidal
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I. INTRODUCCION

Hemileia vastatrix Berkeley y Broome agente causal de la roya en el cafeto es clasificado
como un patdégeno biotrofico, ataca las hojas vivas del cafeto convirtiendola en una de las
enfermedades con mayor capacidad destructiva, lo cual la ubica como una de las
enfermedades de mayor importancia, y principal limitante en la produccion de café
(Talhinhas et al., 2017). Coffea arabica L. y Coffea canephora P son las especies mas
atacadas por este hongo, en brotes agudos cuando la defoliacidon es prematura propicia la
reduccion en la capacidad fotosintética ocasionando la muerte progresiva de ramas (Avelino
et al., 2015). Los danos de las infecciones de H. vastatrix en los afios 2012 y 2013 en México
ocasionaron una disminucion del 40 al 50% en los volumenes de produccion del cultivo en
los afios subsecuentes (Cressey, 2013). La Organizacion Internacional del Café sefiala que
factores econdmicos, agronomicos, descapitalizacion, asi como la falta de manejo del cultivo,
acentuan los dafios de la roya del café (International Coffee Organization, 2019). Clasificada
como plaga de importancia econdmica H. vastatrix se encuentra presente en el territorio
mexicano, sujeta a control oficial (SENASICA. Laboratorio de Micologia, 2018). Su control
se ha venido realizado con productos cuyo principal ingrediente activo es el cobre, los cuales
ocasionan deterioro del ecosistema por acumulacion de cobre en la superficie del suelo, altas
concentraciones de cobre afectan a los organismos que viven en el suelo, y el desarrollo
fenologico del cafeto, considerando el control quimico poco promisorio mas en el sector
organico, requiriéndose evaluar nuevas alternativas mas amigables para el medio ambiente
(Santiago-Elena et al., 2020) .

La aplicacion y los costos de los agroquimicos hacen insostenible el manejo de la enfermedad
mediante productos quimicos. Las tendencias y desarrollos actuales utilizadas como

complemento para el control y tratmiento de la roya procuran la busqueda de productos
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sostenibles e inocuos para el medio ambiente (Alvarado-Castillo etal., 2017). Existe
evidencia cientifica que demuestra la capacidad de los fungicidas elaborados a base de
extractos de plantas para el control de H. vastatrix, y que por bajo precio e inocuidad para el
medio ambiente representan una alternativa en el manejo de la enfermedad (Fajardo-Franco
et al., 2020).

Los propdleos son producidos por varios géneros de abejas, el cual elaboran al mezclar
enzimas mandibulares, aceites vegetales, polen, exudados de plantas y arboles, los cuales
recolectan durante el pecoreo. Las abejas lo emplean como desinfectante y embalsamador de
cadaveres invasores a la colmena (Freitas et al., 2019). Debido a su composicion quimica y
a la presencia de moléculas bioldgicamente activas presenta numerosas propiedades
farmacologicas como lo es la antimicrobiana, antiviral, antioxidante, recientemente se ha
descubierto su actividad antifungica. Estudios demuestran que la fraccion de los polifenoles
son los responsables de las propiedades de los propoleos, la cual esta directamente

relacionada con la vegetacion y el periodo de cosecha de los propoleos (Letullier et al., 2020).



II.OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.
Determinar in vitro los efectos del propoleos de tres regiones del estado de Oaxaca en

Hemileia vastatrix.

2.2 Objetivos especificos.

e Determinar el rendimiento de propoleos de tres zonas (Costa, Valles y Mixteca) del
estado de Oaxaca.

e Realizar la identificacion morfométrica del hongo H. vastatrix a través de
caracteristicas morfoldgicas de las uredosporas.

e Determinar el efecto de propoleos sobre la germinacion de uredosporas de H.

vastatrix en condiciones de laboratorio.



HO.

III. HIPOTESIS

Al menos una muestra de propdleos tendra capacidad antifingica en la germinacion

de uredosporas de H. vastatrix igual o mayor al presentado por fungicidas quimicos.

Ninguna de las muestras de propoleos tendran la capacidad y efecto antifngico en
la germinacion de uredosporas de H. vastatrix igual o mayor al presentado por

fungicidas quimicos



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Café
El cafeto es originario de Africa tropical, del altiplano de la actual Etiopia. Se encuentra
ampliamente distribuido alrededor de los tropicos, siendo Brasil el principal productor de
café (International Coffee Organization - Aspectos botanicos, s. f.).
En la agricultura nacional el café es un cultivo estratégico para el desarrollo del pais, los
cafetales se ubican sobre las vertientes del Pacifico y Golfo de México, en terrenos con
pendientes suaves a muy profundas, y bajo cubierta de diversos arboles, localizados desde
los 100 a los 2 000 msnm, distribuidas de la siguiente manera 21.5% de las plantaciones se
ubican hasta los 600 msnm; el 43% entre los 600 a 900 msn, 35% de los cafetales se ubican
a alturas superiores de los 900 msnm (Gonzéalez & Santana 2016). Generadora de divisas
para el pais, la produccion de café emplea mas de medio millon de productores de 480
municipios en 14 estados del pais (Hernandez Sanchez & Nava Tablada, 2016).
Registros sefialan que el café llego a México a finales del siglo XVII, introducida en la
hacienda Guadalupe en Cordova provincia de Veracruz por el C. Juan Antonio Gomez de
Guevara (Asociacion Mexicana de Cafés y Cafeterias de Especialidad A.C., 2016). Mathieu
de Fossey menciona que a finales del siglo XIX en Oaxaca ya existian cultivos de cafetos,
José Maria Cortés fue quien planto las primeros cafetos en el aflo de 1854 en el municipio de
San Agustin loxicha. (Morales, 2013).
Meéxico se encuentra dentro de los primeros 10 paises productores de café. En 2018, los
volumenes de produccion ascendieron a 860 000 t de granos de café producidas en 630 000
ha, el estado de Oaxaca contribuyd con el 20% de la produccion nacional (Morales-Antonio

et al., 2021). De la produccion de este grano el 70% se exporta a mas de 35 paises. México



se posiciona en el tercer lugar como productor de café arabica, posicionandose como uno de

los mejores cafes a nivel mundial (Barrera et al., 2004).

De acuerdo a informes del SIAP del afio 2021 la superficie sembrada de café a nivel nacional
en el afio 2016 era de 730 011.13 hectareas (Cuadro 1); en el afio 2017 la superficie cultivada
disminuyo en un 1.4 % en relacion con el ano 2016; en el afio 2018 la superficie sembrada
disminuyo en un 1.44 % comparado con el afio 2017, para el afio 2019 la superficie sembrada
disminuy6 en 0.23 % en comparacion con la superficie cultivada en el afio 2018. En el aspecto
productivo en el afio 2016 se obtuvo una produccion de 824 082.15 toneladas, para el afio
2017 la produccion incremento en 1.37% en relacion con el afio 2016, en el afio 2018 el
incremento de la produccion fue de 2.95% comparado con el afio 2017, finalmente en 2019

se incremento la produccion en un 4.68% respecto al afio 2018 (SIAP 2021).

Cuadro 1. Produccion anual de café cereza en Qaxaca.

Ao Hectareas (ha) Toneladas producidas
Sembrada Cosechada

2016 730,011.13 645,637.69 824,082.15

2017 722,444.32 638,603.28 835,380.37

2018 712,015.85 629,798.88 859,992.30

2019 710,360.63 629,300.47 900,215.33




4.1.1 Regiones productoras de café en México
México posee climas favorables para el establecimiento del café, la mayor parte de los
productores se concentran en las zonas rurales poseedores de pequefias parcelas, con
sistemas de produccion tradicional y bajo sombra (Garcia-Dominguez et al., 2021).
Las regiones productivas de café en México son las siguientes:
e Region del Golfo: conformada por Hidalgo, Veracruz, San Luis Potosi, , Puebla y
Estado de México
e Region del Océano Pacifico: agrupa a los estados de Oaxaca, Guerrero, Colima,
Jalisco y Nayarit.
e Region del Soconusco: integrada por la mayor parte del estado de Chiapas

e La parte norte del estado de chiapas conforma una cuarta region.

En estas regiones el desarrollo del cafeto es adecuado ya que presentan caracteristicas como:
altitud, temperatura o precipitaciones adecuadas para el establecimiento del cultivo (SIAP,

2018).

En 2018 el volumen de café producido fue de 852.2 mil toneladas el cual fue producido en
14 entidades, dentro de los que desatacan los estados de Chiapas con el 40.7%, Veracruz con
el 24.7%, Puebla con el 15.9% y Oaxaca aporto el 8.3%, (SIAP, 2019). Typica, Garnica y
Mundo Novo son la variedades mas usadas en el establecimiento de cafetales. Su cultivo se
caracteriza por el reducido uso de insumos, lo que facilita la transicion de tradicional a
orgéanico (Fajardo-Franco et al., 2020). Las plantaciones de café en su mayoria se establecen
bajo sombra, permitiendo conservar la cubierta vegetal sobre el suelo, el medio ambiente, asi

como la flora y la fauna (Flores, 2014).



La altitud, clima y suelos del estado Oaxaca favorecen el establecimiento del cultivo de café
en 7 de las 8 regiones del estado, (Garcia-Dominguez et al., 2021). El cuadro 2 resume los
valores de produccién y el rendiminento en toneladas por hectarea al 31 de diciembre de

2018 para el estado de Oaxaca (SIAP 2021).

Cuadro 2. Produccion de café en el estado de Oaxaca en el afo 2018.

Estado | Superficie (ha) Produccion Rendimiento

Sembrada | Cosechada | obtenida (ton) obtenido (ton)

Oaxaca | 136,150 66,622 31,410 0.471

Fuente SIAP (2018)
4.1.2 Generalidades del cultivo del café
Planta de tipo arbustivo de porte bajo, de hoja perenne, perteneciente a la familia de las
Rubiaceae, conformada por mas 500 géneros y 6 000 especies, de las cuales las mas
importantes econdomicamente hablando son Coffea arbica L.y Coffea canephora P, la
primera aporta mas del 60% de la produccion mundial (International Coffee Organization -

Aspectos botanicos, s. f.)

4.1.3 Descripcion de Coffea arabica L.
Coffea arabica L. fue descrita en 1753 por Linneo. El género coffea es una planta de tipo
arbustivo, las cuales crecen de manera silvestre en africa ecuatorial y Madagascar

(Koutouleas et al., 2019). Su genoma esta compuesto por dos subgenomas escasamente
diferenciado (Romero et al., 2010). Presenta alturas que van de los 4 a los 6 metros, hojas

globosas, brillantes y verdes. flores blancas y aromaticas de la cual se desarrolla el fruto el



cual tarda en madurar de 7 hasta 9 meses, habitualmente contiene dos semillas aplastadas.
Es una especie que se autopoliniza lo que hace que las varieades permanezcan geneticamente

estables. (SAGARPA, 2017).

4.2 Plagas y enfermedades del café.
El cafeto se ve afectado con alrededor de 900 plagas y enfermedades. Las cuales afectan
desde pequenios productores familiares hasta productores a escala empresarial al representar
un gasto extra en la produccion de este grano. Las plagas presentes con mayor frecuencia son
la broca de café (Hypothenemus hampei Ferrari), el chacuatete (Idiarthron subquadratum
Saussure y Pictet) y los pulgones (Toxoptera aurantii B. de F.), entre otras. De las
enfermedades destacan la roya del café (Hemileia vastatrix Berk y Broome), el mal de
hilachas (Corticium koleroga Cooke Hohn), la mancha de hierro (Cercospora coffeicola
Berkeley y curtis), marchitez del café (Gibberella xylarioides Heim y Saccas), volcamiento
(Rhizoctonia solani Kiihn), cancros (Myrothecium roridum Tode) y la antracnosis

(Colletotrichum coffeanum Noack) (Silva et al., 2014).

4.2.1 Roya del café
El primer reporte oficial de la roya del cafeto fue a inicios del afio 1869 en el continente
asidtico en la isla de Sri Lanka. Para el mismo afio el micdlogo Miles Joseph Berkeley
identifica al agente causal de la enfermedad H. vastatrix (Avelino & Rivas, 2013). H.
vastatrix ataca las hojas vivas del cafeto, y particularmente la especies C. arabica L y C.
canephora P (Avelino et al., 2015). La roya se encuentra presente en los paises productores
de café de todo el mundo, diseminada entre los afios 1870 a 1920 a las zonas cafetaleras de

la cuenca del Océano Indico y el Pacifico, posteriormente a los paises africanos atlanticos en
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las decadas de 1950 y 1960, y finalmente se extendio por America del Sur y Central durante
las décadas de 1970 y 1980 (Talhinhas et al., 2017). La roya de la hoja del café es la plaga
mas peligrosa a nivel mundial. La epidemia de 2012-2013 en América central trascendid en
una disminucion del 16% en los niveles de produccion de ese afio en relacion con la cosecha
2011-2012, y una reduccion posterior del 10% para el ciclo de crecimiento 2013-2014
(McCook & Vandermeer, 2015). El ciclo vida del patégeno se desarrolla en las hojas del
cafeto, provocando clorosis y defoliacion los cuales afectan el llenado, la maduracion, el
tamafio y calidad del grano de café¢ (Martinez et al., 2012). La interaccioén del patogeno H.
vastatrix, el medio ambiente, rango de temperatura diurna, practicas de manejo con el
hospedero determinan la intensidad de la afectacion, en afectaciones graves causa defoliacion
la cual puede provocar la muerte de las ramas, provocando perdidas primarias y secundarias
que repercuten en la produccion de afios posteriores a la infestacion (Boudrot et al., 2016).

EL hongo H. vastatrix exhibe gran potencial evolutivo, con capacidad para ser transportado
largas distancias por el aire. Cuanta con multiplicacion asexual y reproduccion sexual, en
cada pustula se producen millones de esporas (Avelino & Rivas, 2013). Su nombre proviene
del latin “vastare o vastador” que significa devastador y “hemileia” que significa mitad lisa,
la cual hace alusion a la parte lisa de la uredospora. El primer reporte en el continente
americano se dio en enero de 1970 en una provincia de Itabuna, Brasil. (Hernandez-Martinez

& Velazquez-Premio, 2016).

4.2.2 Situacion fitosanitaria de la roya del café en México
H. vastatrix patdgeno causante de la roya del café fue detectado en los afios 80's en el
territorio nacional, estableciendose en las zonas cafetaleras a nivel subendémico. El punto

de entrada a México fue por el estado de Chiapas, a partir de donde se disemino a los demas
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estados, estableciéndose en las zonas cafetaleras del pais en el afio de 1981. El cambio
climatico predispone a un ataque masivo por la roya del café en México. Entre 2007 y 2012
la epidemia presentada en América Central demostro el riego socioecondémico de la
enfermedad debido a su distribucion, incidencia y severidad, a lo que se sumo el limitado
manejo agrondmico en plantaciones superiores a 20 afios de edad susceptibles al hongo
(Mora-Aguilera et al., 2021) Actualmente el hogo esta localizado en gran parte de las zonas
de café del pais sembradas con variedades susceptibles (Figura 1), afectando la produccion
de café cereza desde el afio 2012 (Santiago-Elena et al., 2020). Los niveles de incidencia y
severidad de H. vastatrix dependen de las condiciones agroecologicas de cada region, asi
como del manejo agrondmico realizado en el cultivo (SENASICA, 2018a). Por efecto del
cambio climatico H. vastatrix puede incrementar su distribucion altitudinal causando efectos
adversos. La precipitacion influye directamente en la presentacion y severidad de la
enfermedad. En los siete ultimos afios ha provocado perdidas econdmicas y desastre
ecoldgico en los estados de Oaxaca, Chiapas, Verecruz y Puebla. (Parada-Molina et al.,

2020).

L @ Zona bajo control fitosanitario

Figura 1. Municipios con antecedentes de la roya del cafeto en México (SENASICA 2019)
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4.2.3 Taxonomia y descripcion de Hemileia vastatrix Berk y Broome
Clasificacion taxonémica.
La roya del cafe provocada por H. vastatrix identificada a inicios de 1989 en plantaciones de
café en la isla de Sri lanka. Fue descrito por primera vez por el micodlogo britanico MJ
Berkeley como responsable de la enfermedad. Es un parésito obligado, la forma primaria de
reproduccion es la uredospora. El nombre genérico Hemileia refleja la morfologia
caracteristica de la uredospora que mide 1 um de ancho, equinulada en su lado convexo y
lisa en su cara concava, caracteristica que da nombre al género. Tiene gran potencial
evolutivo y capacidad de mutacion. (Avelino & Rivas, 2013).

Phylum: Basidiomycota

Clase: Urediniomycetes

Orden: Uredinales

Familia: Chaconiaceae

Género: Hemileia
El género Hemileia presenta las siguientes caracteristicas morfologicas: soros
suprastomaticos en forma de ramo, uredosporas ovoides o reniformes con un lado ventral
liso y un lado dorsal convexo equinulado, y teliosporas angulares-globosas a muy irregulares.
Las uredosporas de H. vastatrix miden de 28-36 x 18-28 um, las teliosporas miden de 20 a
28 um didmetro, presentan pared hialina lisa de 1 pm de ancho (Talhinhas et al., 2017).
Actualmente, se reconocen mas de 50 razas fisiologicas de este hongo, identificandose 16 de

estas razas en América Latina, siendo la raza II la de mayor espectro de infeccion (Capucho

et al., 2012).
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4.2.4 Hospederos de Hemileia vastatrix.
H. vastatrix produce uredosporas, teliosporas y basidiosporas sexuales. No se ha informado
de la infeccion por basidiosporas (Koutouleas et al., 2019). Se desconoce la existencia de
algun hospedante alterno capaz de soportar la etapa aecial en el ciclo de la enfermedad, se
conoce como unico hospedador al género Coffea spp., ataca principalmente al café arabiga 'y

robusta (SENASICA, 2018b).

4.2.5 Ciclo patoldgico de la roya del café
Desde el diagnostico del primer foco de infeccion de H. vastatrix en el continente americano
este ha evolucionadao de manera constante como resultado de la presion ejercida de los
genotipos en colecciones o parcelas comerciales (Avelino et al., 2015).
Los hongos de la roya como bidtrofos obligados solo pueden alimentarse, crecer y
reproducirse en huespedes vivos, solo en ellos es donde diferencian los haustorios,
estructuras especificas necesarias para establecer interacciones intimas dentro de tejidos del
huésped infectado (Lorrain et al., 2018). A pesar de ser considerado parasito obligado, su
germinacion es posible en medios de cultivo (Alvarado-Castillo et al., 2017) .
Hemileia vastatrix produce uredosporas, teliosporas y basidiosporas, las primeras dos se
producen en el mismo soro, pero en momentos diferentes. Las uredosporas son dicaridticas
y representan el ciclo asexual, reinfectando las hojas cada vez que existan condicones
ambientales optimas para su desarrollo. Las teliosporas ocurren raramente y germinan in situ,
producen promicelio del cual se forman cuatro basidiosporas, estas Ultimas no pueden
infectar las hojas del cafeto (Koutouleas et al., 2019).
La primera etapa infectiva de la roya es la diseminacion de uredosporas la cual presenta las

fases de liberacion, cuando la uredospora se desprende del esporoforo, la dispersion se da
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cuando la espora abandona la lesion, la ultima fase se da con la depositacion de la uredospora
en la hoja del cafeto. Le siguiente etapa es la germinacion, en su inicio esta se lleva acabo
unicamente con las reservas de la uredospora. La tercera etapa se da cuando el hongo ingresa
por los estomas de la hoja, estableciéndose la relacion trofica entre el hongo y el hospedero,
marcando el inicio de la infeccion. Cuando las hifas colonizan las hojas dan origen a la
aparicion de las lesiones amarrillas, siendo las hojas jovenes las mas susceptibles. El periodo
de incubacion abarca desde la germinacion a la aparicion de los primeros signos de la
enfermedad, este periodo se reduce ante la presencia de factores ambientales optimos que
favorecen el crecimiento del patdgeno e invade a la planta al méximo de su potencial, dando
origen a epidemias mas graves (Ghini et al., 2011).

La produccién del espordforo y la aparicion de uredosporas con capacidad infectiva
conforman la etapa denominada esporulacion. La variable de mayor importancia es el periodo
de latencia que comprende del inicio de la germinacién a la esporulacion, mientras mas corto
sea, mas se repite el ciclo originando epidemias mas graves, las cuales se originan durante y
al final de la cosecha (Avelino & Rivas, 2013).

La roya del café afecta de manera negativa la produccion de café, en México de los afios
2013 al 2016 hubo una reduccion del 45%, equivalente a 2.8 millones de sacos, afectando
de manera directa a la econdmia de 510 544 agricultores cuya actividad principal es la venta

de café (Cerna-Chavez et al., 2019).

4.3 Propoleos.
Los propoleos son un producto fabricado por diversos géneros de abejas, el cual elaboran al
mezclar enzimas mandibulares, aceites vegetales, polen y exudados de plantas y arboles

circundantes a la colmena los cuales recolectan durante el pecoreo, el cual usan como
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desinfectante y embalsamador de cadaveres invasores a la colmena. Cuenta con diversas
propiedades demostradas como lo es su capacidad antimicrobiana, antioxidante,
inmunomodulador (Freitas et al., 2019). Los polifenoles son su principal constituyente, los
cuales representan su principal ingrediente activo. En el transcurso de la historia se ha hecho
mencion de los propdleos y su uso como medicina, es mencionado por Aristoteles como
remedio para infecciones de la piel, usado por los incas para combatir cuadros febriles
originados por infecciones, usado por los franceses en el siglo XVII y XVIII como
tratamiento de heridas infectadas y cicatrizante (Bucio et al., 2016).

Las ceras y material insoluble en etanol representan el mayor porcentaje del peso de los
propdleos (Delgado et al., 2015). Su composicion quimica es variada a consecuencia de
factores tales como: el origen de los exudados, factores medioambientales, vegetacion y
época de produccion-recoleccion. La complejidad en su composicion quimica y
concentracion de los compuestos quimicos en los propoleos complican su estandarizacion y
control de calidad (Katekhaye et al., 2019).

La importancia de este subproducto de la colmena radica en las moléculas con actividad
biologica activas presentes en €1, de los cuales se han reconocido mas de 350 diferentes
compuestos, y aun se siguen descubriendo nuevos compuestos, los cuales le confieren sus
principales propiedades (Freitas et al., 2019). Macroscdpicamente las resinas y balsamos
representan del 50 al 60% de los propoleos, la cera 30 a 40% si este porcentaje mayor afecta
la pureza de los propoleos (Palomino et al., 2010), en proporcion del 7 al 10% se encuentran
presentes aceites esenciales y aromaticos, polen en un 5%, complejos organicos en un 4%,

elementos minerales en un 1% (Valencia et al., 2012).
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4.3.1 Etimologia de los propoleos.

Etimolégicamente deriva de las palabras griegas “pro” antes y “polis” ciudad, haciendo
alusion a la funcion protectora que desempeiia el producto en la colmena. La palabra fue
acufada por Aristoteles, la cual se ha extendido y se usa indistintamente como propoleos o

propolis, siendo este ultimo mas universal (Katekhaye et al., 2019).

4.3.2 Origen y naturaleza de los propodleos.

Definido los propdleos como una mezcla donde intervienen principalemnte partes vegetales
(resinas) y animales (cera y enzimas), la composicion de la fraccion resinosa de los propdleos
esta estrechamente vinculada con la vegetacion del cual se obtuvieron los elementos para su
elaboracion. El proceso de pecoreo de los diversos materiales para la elaboracion de los
propoleos es realizado por las abejas adultas, las cuales recolectan exudaciones de diversas
plantas, resinas, gomas y materiales lipofilicos entre otros, ayuddndose de su sistema
mandibular y primer par de patas, adicionandole de manera simultanea secreciones
enzimaticas que favorecen el ablandamiento y moldeado del material recolectado. La
variabilidad quimica de los propodleos producido por Apis mellifera esta influenciada
principalmente por la flora presente en los sitios de pecoreo, esta varia en las diferentes areas
geograficas y periodos determinados, otros factores que afectan su composicion quimica son
la relacion planta insecto, disponibilidad de polen, oferta de néctar o de exudaciones que
favorecen la elaboracion de propdleos (Bankova, 2009). La produccion de propdleos es tinica
en cada region geografica, determinada por diversidad de la vegetacion donde las abejas
realizan el pecoreo para su elaboracion, la composiciéon de estos compuestos quimicos

determinan la composicion quimica del propoleos haciendolos Unicos (Delgado et al., 2015).
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4.3.3 Propiedades de los propoleos.

Los propdleos son un subproducto de la colmena el cual ha sido utilizado durante milenios
por sus diversas propiedades, actualmente es ocupado en apiterapia por sus propiedades
medicinales. Sus propiedades medicinales se encuentran avalados por investigacion
cientifica, las mdas reconocidas son su capacidad antimicrobiana, cicatrizante,
antiinflamatoria, inmunomodulador, antioxidante, antivirica, antitumoral, asi como en la

conservacion postcosecha de frutas y verduras (Salamanca Grosso, 2017).

Actividad antimicrobiana de los propoéleos.

Los propdleos manifiestan actividad biocida contra bacterias y hongos (Bucio et al., 2016).
El espectro farmacologico de los propoleos es resultado de la mezcla y accion sinérgica de
sus componentes individuales (Trusheva etal., 2019). Su aplicacion en la medicina
complementaria y alternativa esta dada por la presencia de compuestos fendlicos
bioldgicamente activos tales como: prenilflavonas, cardols, acidos anacardicos, entre otros

(Popova et al., 2013).

Actividad Antifungica de los propoleos.

Los componentes de naturaleza lipofilica (flavonas e isoflavonas metoxiladas, o
isopreniladas) son la primera respuesta que se activa en los tejidos de las plantas los cuales
demuestran su potencial antifingico como barrera frente a la penetracion de patdgenos
(Salamanca Grosso, 2017). El modulador de la actividad antifiungica en los propoéleos es el
fenetilico del acido cafeico (CAPE) (Bankova, 2009). Los propdleos se consideran una
alternativa en el control de enfermedades fungicas debido a que es mas amigable con el medio

ambiente (Curifuta et al., 2012).
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4.3.4 Propiedades fisicas de los propdleos

La composicion de los propoleos determina sus propiedades fisicas, estas se ven afectadas
por la forma de colecta, las condiciones medioambientales, y el origen de las resinas
(oleorresinas, balsamos y gomas). A temperaturas de 15 °C su consistencia es dura, a
temperaturas inferiores de 4 °C se torna quebradizo. Entre los 25 y 45 °C presenta textura
suave, flexible y pegajoso. A temperaturas mayores a 45 °C se torna gomoso. A temperaturas
de 60 a 70 °C se vuelve liquido. En algunos propoleos su punto de fusion se presenta a los 64
°C (Ecem-bayram & Can, 2019). El color es influenciado por la presencia de el flavonoide
crisina, las tonalidades que presenta son marrén, pardo, verdoso y en algunos casos rojo. El
aroma que presentan esta dado basicamente por la presencia de balsamos y aceites esenciales,
el cual puede ser resinoso, desde muy suave hasta aromatico, de sabor insipido, astringente
o picante (Puerto et al., 2016).

4.3.5 Estructura quimica de los propoleos

El contenido quimico de los propoleos resulta complejo y variable. La cantidad de polifenoles
y flavoniodes totales establecen la variabilidad quimica de los propodleos, los cuales son
afectados por factores endogenos como el origen geografico y botdnico, el clima, las
necesidades de la colmena en un periodo especifico y la disponibilidad de exudaciones de la
vegetacion, asi como factores exodgenos relacionados con actividades propias del apicultor,
el método utilizado para su cosecha, tipo de extraccion y solvente utilizado, la composicion
quimica determina su bioactividad (Graikini et al., 2019).

Quimicamente es poco probable crear una clasificacion internacional para los diferentes tipos
de propoleos (Salamanca Grosso, 2017). Sin embargo, presentan semejantes propiedades

antibacterianas y antifungicas (Sosa-Lopez et al., 2016). Estudios comprueban la presencia
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de hasta 350 compuestos, entre los cuales se encuentran los flavonoides, cetonas, aldehidos,
acidos aromaticos, ésteres de acidos grasos, esteroides, aminodcidos, terpenos,

hidrocarburos, alcoholes y elementos inorgédnicos, entre otros. (Palomino et al., 2010).

Compuestos Fenolicos

Forman aproximadamente el 50% del peso total extraido. Su presencia y concentracion
determinan las principales propiedades bioldgicas de los propoleos. Los acidos fendlicos
derivan de la biosintesis del 4cido benzoico y cindmico. Quimicamente su estructura se
caracteriza por presentar un anillo aromatico, grupo hidroxilo y funcion carboxilica (Delgado
etal.,, 2015). Existe correlacion en el contenido de los fenoles totales con la actividad

bioldgica presente en los propoleos (Salamanca Grosso, 2017).

Terpenos

Responsables del olor especial y sabor amargo de los propdleos. En interaccion con los
flavoniodes incrementan las funciones y actividades farmacolédgicas de los propdleos. Se
constituyen a partir de 5 carbonos, presentan caracteristica lipofilica y solubles en solventes
organicos. Desempefian funciones complejas como feromonas, fitohormonas, insecticidas
naturales y hormonas sexuales entre otros. Se agrupan segun los dtomos de carbono del
esqueleto carbonado, los monoterpenos (Cio), los més sencillos y ampliamente usados de
manera comercial, sequiterpenos (Cis), Diterpenos (Cao), Triterpenos (Cso), Carotenoides

(Cs0) y Poliisopreniodes (Cs)a (Sun et al., 2020)

Policétidos
Clasificados de acuerdo con el contenido de unidades de acetato: tetracétidos, (C4),

Pentacétidos (C5), hexacétidos (C6), Heptacétidos (C7), Octacétidos (C8), nonacétidos (C9)
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y decacétidos (C10). Productos resultante del metabolismo secundario de microorganismos,
poseen actividades bioldgicas como antibidticos, antifingica y antiparasitaria (Salamanca

Grosso, 2017).

Alcaloides

Metabolitos secundarios principalmente de las plantas con diversidad fisiologica y
estructural, sintetizados a partir de aminodcidos como la ornitina y lisina. Clasificados en
protoalcaloides, alcaloides verdaderos, isoquinoleicos, derivados del triptofan, del acido

antranilico y pseudoalcaloides (Salamanca Grosso, 2017).
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V.MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 en los afios 2020-2021. Los ensayos se realizaron en el
laboratorio de control biologico ubicado en las instalaciones del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional del Instituto Politécnico Nacional unidad

Oaxaca (Figura 2), en Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca (17.027768°N y 96.720090°O

/1564m.s.n.m.).
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Figura 2. Ubicacion del Laboratorio de control bioldgico del CIIDIR unidad Oaxaca, IPN.

5.1 Colecta del material en campo

5.1.1 Recoleccion de propoleos.
La obtencion de las muestras de los propdleos se realizaron durante el mes de noviembre de
2020 de colmenas ubicadas en tres municipios del estado de Oaxaca (Figura 3):

a. San Andrés Huaxpaltepec, Costa de Oaxaca, Latitud 16°19°52”, longitud 97°55"34”,

240 msnm. Rango de temperaturas de 24 — 28°C, y con un rango de precipitacion de
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1 200 — 2 000 mm. Clima calido subhtimedo con lluvias en verano. Vegetacion selva
(INEGI, 2005).

. Zimatlan de Alvarez, Valles Centrales de Oaxaca, Latitud 16°53°42”, longitud
96°47°59”, 1540 msnm. Rango de temperatura 12 -22°C, rango de precipitacion 600
— 2500 mm. Templado subhumedo con lluvias en verano. Vegetacion bosque y
pastizal inducido (INEGI, 2005).

Santiago Thuitlan Plumas, Mixteca Alta de Oaxaca, latitud 17°51°35” longitud
97°25"12” msnm 2088. Rango de temperatura 14 — 18 °C, Rango de precipitacion 600
-700 mm, Templado subhiimedo con lluvias en verano y semiseco templado.

Vegetacion pastizal inducido y bosque (INEGI, 2005).

~~~~

Figura 3. Ubicacion de sitios de colecta de propdleos. a)Santiago Thuitlan Plumas, b)

Zimatlan de Alvarez, ¢) San Andrés Huaxpaltepec.

La recoleccion de los propdleos se realizé siguiendo la metodologia sefialada en la Norma

Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017.
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Embalaje de los propoleos;

Las muestras obtenidas (Figura 4), se depositaron en envases de plastico con capacidad de
500 mL y se almaceno en refrigeracion a 8° C (Figura 5), para su transporte al laboratorio
central del CIIDIR unidad Oxaca y posterior almacenamiento a -20° C +/- 3° C hasta su uso.
Simultaneo a la recoleccion de los propoleos fueron tomados datos de campo; lugar de la

colecta y fecha.

Figura 4. Colecta de propoleos en el municipio de San Andres Huaxpaltepec (regon costa)

Figura 5. Almacenaje de muestras de propdleos
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5.1.2 Colecta de roya (Hemileia vastatrix)
Las hojas con presencia de roya (H. vastatrix) fueron colecatadas de cafetales lozalizados en
las coordenadas Latitud 16°58°41”, longitud 97°48°45”, 1300 msnm en la localidad de San
José Zaragoza, Municipio de Santa Maria Yuchuiti, Oaxaca, donde primero se identifico de

forma cualitativa (visual) la existencia del hongo (Figura 6).

Figura 6. Plantas de cafeto con presencia de roya.

Se realizo la colecta de hojas completamente desarrolladas las cuales manifestaban lesiones
caracteristicas de roya (pustulas) en distintos estados de desarrollo las cuales se encontraban
libres de micoparasitos de acuerdo con la metodologia propuesta por Gomez-De la Cruz
(2017). Se recorrié la parcela realizando muestreos a plantas con lesiones de roya, se
colectaron 37 hojas ubicadas en el dosel medio de la planta con diferentes niveles de
severidad (Figura 7), para posteriormente diagnosticar el grado de dafio de la roya en la hoja

de acuerdo con la escala propuesta por el SENASICA (Figura 8). La variedad de los cafetos

24



donde se colectaron las muestras corresponde a la variedad Bourbon, con edad aproximada

de 5 afios de establecida la plantacion.

| clases gV

Sev: = (0%) chuntos (2%) (7%) (20%) (45%) (270%)

Figura 8. Escala logaritmica-diagramatica de 7 clases para la determinacion del porcentaje

de dafio de la roya en tejido foliar (SENASICA 2018).

Las hojas colectadas se depositaron en cadmaras hiimedas, en una hielera a 8°C +/- 1°C para

su traslado al laboratorio del CIIDIR Oaxaca para su andlisis (Figura 9).
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Figura 9. Almacenamiento de caAmaras hiimedas con muestras de roya de café.

5.2 Obtencion y preparacion de extractos etanolicos de propdleos (EEP) en

laboratorio

La obtencion de los extractos etandlicos se llevo a cabo con lo sefialado en la Norma oficial
mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017, modificando el proceso en la concentracion de los
propoleos utilizando equipo de bafio maria. A las muestras de propoleos colectadas en campo
se les retiro todo tipo de contaminacién macroscopica tales como pedazos de madera,
insectos, restos de plantas. Luego se trituraron de forma mecanica hasta reducir
considerablemente su granulometria. Estas se conservaron en refrigeracion a 4°C y
protegidas de la luz hasta su uso.

De la muestra de propdleos previamente acondicionada se tomaron 130 g los cuales se
depositaron en un matraz Erlenmeyer con capacidad de 500 mL, se afiadi6 etanol en una
proporcion de 1:3 p/v (Figura 10), esta mezcla permanecio en agitacion continua usando un
sistema de agitacion magnética (Cimarec 3) durante 72 h a temperatura ambiente con una

maxima de 33 + 2 °C y una minima de 23 + 2 °C en completa oscuridad (Figura 11). Pasado
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este tiempo se separo por filtracion sobre papel filtro (Whatman No. 45) con poro de 185
mm de diametro para eliminar posibles sélidos, separando el filtrado y el solido residual, a
este filtrado se le realizé un segundo filtrado con papel filtro (Whatman No. 42) con poro de

110 mm de didmetro para eliminar particulas mas pequefias.

Figura 10. Mezcla propoleos/etanol.

,h!-_!l‘\ ’_~ = -

Figura 11. Agitacion de la mezcla propdleos/etanol.
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Para la eliminacion de ceras, los filtrados de los extractos se almacenaron en refrigeracion a
temperatura de 4°C hasta dejar de observar precipitacion de las ceras (Figura 12), y por medio
de decantacion se separaron del extracto (Figura 13), la etapa de refrigeracion se realizo hasta
que las ceras dejaron de precipitarse, posteriormente fueron filtrados mediante papel filtro
Whatman No. 42. El nuevo filtrado constituyo el filtrado final, los cuales se almacenaron en
frascos estériles color ambar de 200 mL de capacidad rotulados y mantenidos en refrigeracion

a4°C.

Figura 12. Sedimentado de ceras por refrigeracion EEP Costa.
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Figura 13. Filtrado de EPP region Costa para eliminacion de ceras.

La eliminacién del solvente de los extractos etanolicos de propdleos (EEP) se llevo acabo
sometiendo los filtrados a bafio maria a temperatura constante de 40°C + 2°C durante 5 h
(Figura 14), obteniéndose el extracto blando. Posteriormente los extractos blandos se
depositaron en una bomba de vacio para retirar todo el etanol. El extracto resultante se
almaceno en botes de plastico de color oscuro conservandolos en refrigeracion a una
temperatura de 4 °C, protegiendolos de la luz hasta su uso y analisis, y se considero la base
de 100% en concentracion para elaborar los tratamientos a evaular al 2.5, 5y 10% de

concentracion.

Figura 14. Eliminacién de etanol en EEP.
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5.3 Rendimiento de los propdleos de tres zonas del estado de Oaxaca.
El rendimiento de los extractos obtenidos se establecio por diferencia de peso en relacion al
peso seco del propodleos al incio de la prueba, para esta determinacion se trabajo con tres
muestras por sitio de la region de estudio (Costa, Mixteca y Valles de Oaxaca) y se empleo
la formula propuesta por Rodriguez Perez et al. (2022). El rendimiento de cada propdleos se

calculo empleando la siguiente formula:

Peso del extracto (g)

% de rendimiento = X100

Peso inicial de la muestra (g)

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), la
comparacion de las medias entre los tratamientos, se realizo utilizando una prueba de Tukey
con un nivel de significancia del 95% con el programa estadistico Statiscal Analysis System
(2002) y asi determinar si existia diferencia estadistica significativa entre las medias de los

rendimientos de los propoleos.

5.4 Identificacion de Hemileia vastatrix

5.4.1 Preparacion de la suspension de uredosporas

El inéculo de H. vastatrix se obtuvo de lesiones frescas de roya, las cuales se inspecionaron
previamente utilizando un microscopio estereoscopico (Figura 15), para seleccionar solo
aquellas lesiones libres de artropodos micofagos, principalmene acaros y larvas de dipteros,

y micoparasitos (Carvalho et al., 2011).
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Figura 15. Observacion de lesion de roya en microscopio esteredscopio.

Para asegurar la viabilidad de las uredosporas de H. vastatrix se seleccionaron pustulas de
color naranja con esporulacion, de donde se obtuvieron directamente uredosporas a través
del raspado con ayuda de un asa de platino de uso bacterioloégica depositando el raspado en
un vaso de precipitados de 100 mL de capacidad el cual contenia agua destilada. Como
dispersante en la separacion de las uredosporas del agua se utilizo Tween 80, en seguida se
realizaron diluciones seriadas en agua destilada esteril mas Tween 80 a 0.1% hasta conseguir
concentraciones que permitieron contabilizar las uredosporas usando la camara Neubauer
(Figura 16). Establecida la suspension inicial, se preparo la concentracion final de 1x107

uredosporas/mL (Figura 17).

Figura 16. Conteo de uredosporas en cdmara de Neubauer.
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Figura 17. Diluciones seriadas de solucion con H. vastatrix.
Hecha la suspension de uredosporas se procedio a la identificacion del hongo y se realizo
mediante la elaboracion de preparaciones temporales, de acuerdo con la metodologia

propuesta por el SENASICA.

5.4.2 Deteccion e identificacion de Hemileia vastatrix.

Para la indentificacion del hongo se utilzo la metodologia propuesta por el laboratorio de
micologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria del SENASICA 2018. Se coloco
una gota de agua destilada en un portaobjetos, impidiendo la formacion de burbujas de aire,
con ayuda de un asa bacterioldgica se raspo una pustula de roya adicionandola a la gota
colocada en el portaobjetos, posteriormente se coloco un cubreobjetos y se presiono
ligeramente, posteriormente se realizo su observacion en un microscopio con el objetivo de

100x. Para esta determinacion se observaron 20 muestras
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5.5 Efecto de propoleos sobre la germinacion de uredosporas de Hemileia vastatrix.

5.5.1 Evaluacion de dafio a uredosporas en portaobjetos.

Para el desarrollo del experimento se empleo la metodologia disefiada por Martinez et al.
(2012). En un portaobjetos se colocaron 5 pl de la suspension de uredosporas de H. vastatrix
(1x107 uredosporas/mL), a cada gota se le aplicaron 12 pl de cada uno de los tratamientos a
evaluar. Cada portaobjetos se coloco en una cadmara humeda ( Stock y Kaya, 1997), las
cuales se consistieron de una caja Petri de 110 x 15 mm de diametro la cual contenia en su
interior una tapa de caja Petri de 55 x 10 mm de diametro; luego, sobre la caja Petri de menor
diametro se coloco un circulo de papel filtro Whatman No. 45 de 10 cm de didmetro, al cual
se le agregaron 5 mL de agua destilada estéril las cuales se mantuvieron en oscuridad a una

temperatura de 24°C (Figura 18).

Figura 18. Evaluacion de dafio a uredospora en portaobjetos. Propdleos region costa al

10%

La variable a medir fue el dafio a las uredosporas en los periodos de tiempo de 2, 4, 6, y 48
h. Los portaobjetos se examinaron en un microscopio con el objetivo de 100x, se determino

el dano ocasionado a 100 uredosporas seleccionadas al azar. Se considero dafio a la
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uredospora cuando esta presentd deshidratacion, lisis o decoloracion con respecto a su
apariencia normal (Figura 19). El porcentaje de dafio de las uredosporas se calculo sobre las

uredosporas evaluadas (100).

Figura 19. Uredospora de H. vastatrix con lisis celular en tratamiento de propoleos de la
mixteca al 10%.

Cuadro 3. Tratamientos evaluados de uredosporas en portaobjetos con propoéleos.

Factor Niveles Tratamiento
Region al=costa Tl1=al*bl
a2=Mixteca T2=al*b2

a3=Valles Centrales T3=al*B3

Concentracion  b1=10% T4=a2*b1
b2=5% T5=a2*b2
b3=2.5% T6=a2*b3

T7=a3*bl
T8=a3*b2
T9=a3*b3

T10=control negativo agua destilada

T11=control positivo Alto 100 sl
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Disefio Experimental.

Se trabajo con un Factorial multinivel 3X3, n=5, total de 45 unidades experimentales. La
unidad experimental estuvo formada por unidades de lectura en las cuales se determino el
porcentaje de dafio a la uredospora. Se considero region de colecta de los propdleos, y su
concentracion. Para el factor region, tres niveles: Costa, Mixteca y Valles centrales, el factor
concentracion, tres niveles 2.5, 5y 10%, un control negativo (agua destilada) y un control

positivo (Alto 100 sl), para un total de 11 tratamientos con cinco repeticiones cada uno.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), la
comparacion de las medias entre los tratamientos, se realizo utilizando una prueba de Tukey
con un nivel de significancia del 95% con el programa estadistico Statiscal Analysis System
(2002), ademas se hizo una analisis de regresion lineal para establer el comportamiento del

dafio hacia la uredospora.

5.5.2 Inhibicion de germinacion de uredosporas a base de propdleos.

Para esta determinacién se trabajo con la metodologia disefiada por Alvaro-Carrillo et al.
(2017) modificando los tiempos en los cuales se realizaron las lecturas (Alvarado-Castillo
etal., 2017) .

Se evaluo la inhibicién de germinacion de uredosporas con cada propéleos. Se evaluaron tres
concentraciones de cada propdleo: 2.5, 5y 10%, un control positivo que contenia fungicida
comercial (Alto 100 sl) en la dosis recomendada por el fabricante. Se deposito 1 mL de cada

tratamiento en las placas de posillos multiples a los cuales se les afiadio 1 mL de suspension

35



de uredosporas 1x107 uredosporas/mL, se incubaron en camara himeda a 24°C en
condiciones de oscuridad (Figura 20). De esta solucion se tomaron 12 pl los cuales se
colocaron en portaobjetos de vidrio y se observaron a 100X de aumento en microscopio
compuesto, realizando las observaciones a las 2, 4, 6, 48 y 72 h de haberse aplicado el
tratamiento (Figura 21). El porcentaje (%) de inhibicion de uredosporas germinadas se

calculo sobre las uredosporas totales, este proceso se llevo a cabo en cinco repeticiones.

Figura 20. Ensayo de inhibicién de germinacién de uredosporas con propoleos de la region

mixteca al 2.5, 5y 10%.
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Figura 21. Inhibicion de la germinacion de propodleos de la region mixteca al 10% a las 48

h.
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5.5.2.1 Conteo de la inhibicion en la germinacion de uredosporas
Con la ayuda de un hemacitdmetro se contabilizaron las uredosporas germinadas y no
germinadas a las 2,4, 6,48 y 72 h. Las uredosporas se consideraron como germinadas cuando
presentaban el desarrollo de uno o mas tubos de germinacién y se consideraron como no

germinadas cuando no presentaban tubos de germinacion.

Analisis de datos.

Se utilizo un disefio aleatorio en arreglo factorial para todas las pruebas. Para observar
diferencias significativas especificas entre tratamientos se utilizo una prueba (ANOVA), las
comparaciones de las medias entre los tratamientos se realiz6 utilizando una prueba de tukey
con un nivel de significancia del 95% con el programa estadistico Statiscal Analysis System
(2002). Se realiz6 un analisis de regresion lineal para establer el comportamiento de la

inhibicion de la germinacion hacia la uredospora.

5.5.3 Evaluacion de extracto etanolico de los propoleos en la inhibicion de la

germinacion de uredosporas en disco de hoja de café en laboratorio

Se realizo con la metodologia propuesta por Garcia-Nevarez (2019), se colectaron hojas de
variedad bourboun completamente desarrolladas y con lesiones de roya en distintos estados
de crecimiento que no contuvieran micoparasitos, los discos de hoja de café con pustulas de
roya se extrajeron con sacabocados de 1.2 cm de didmetro, estos se colocaron en una cdmara

himeda y se les aplicaron 12 pl de cada uno de los tratamientos a evaluar (Figura 22).
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Figura 22. Evaluacion de propdleos en inhibicion de la germinacion de uredosporas en disco

de hoja de café.

Evaluacion en la inhibicion de la germinacion de uredosporas en disco de café de propoleos.
La variable a medir fue la necrosis de las uredosporas sobre las pustulas de H. vastatrix. Las
mediciones se hicieron cada 24 h hasta siete dias despues de la aplicacion del tratamiento
para lo cual se tomaron fotografias a cada disco de hoja, a las cuales posteriormente se les
realizo un procedimiento de cambio de colores empleando el programa ImageJ el cual nos
permitio delimitar superficies con mayor exactitud y precision en los discos de hoja (Figura
23). Se eligio y midio la superficie ocupada por la lesion de roya para posteriormente ajustar
el umbral de color para que la coloracion negra causada por la necrosis de las uredosporas
sobre las pustulas se identificadara con facilidad. El porcentaje de necrosis se obtuvo
dividiendo el 4rea necrotica entre el area total de la lesion y el resultado se multiplico por

cien (Garcia-Nevarez & Hidalgo-Jaminson, 2019)
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Figura 23. Uso de ImagelJ para evaluacion del 4rea de necrosis en prueba de inhibicion en

hoja de café .

Disefio Experimental del ensayo en la inhibicion de la germinacion de uredosporas en discos
de hoja de café en laboratorio.

Se empleo un disefio completamente al azar de dos factores; region de colecta de los
propdleos, y concentracion. Para el factor region, tres niveles; Costa, Mixteca y Valles
centrales, el factor concentracion tres niveles 2.5, 5 y 10%, un control negativo (agua
destilada) y un control positivo (alto 100 sl), para un total de 11 tratamientos con 3
repeticiones cada uno, el numero de repeticiones obedecio a la cantidad de material

disponible para la prueba.
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Cuadro 4. Tratamientos evaluados en la inhibicioén de la germinacion de uredosporas en

discos de hojas de café con propodleos en laboratorio.

Factor Niveles Tratamiento
Region al=costa T1=al*bl
a2=Mixteca T2=al*b2

a3=Valles Centrales T3=al*B3

Concentracion ~ b1=10% T4=a2*b1
b2=5% T5=a2*b2
b3=2.5% T6=a2*b3

T7=a3*bl
T8=a3*b2
T9=a3*b3

T10= agua destilada

T11= Alto 100 sl

La variable respuesta a evaluar fue la muerte de uredosporas, evaluada a las 24, 48, 72, 96,

120, 144 y 168 h.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA), la
comparacion de las medias entre los tratamientos, se realizo utilizando una prueba de Tukey
con un nivel de significancia del 95% con el programa estadistico Statiscal Analysis System
(2002), ademas se hizo un analisis de regresion lineal para establer el comportamiento de la

inhibicion de la germinacion hacia la uredospora
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Rendimiento de extractos etandlicos
Para esta determinacion se encontrdé que la region de la mixteca obtuvo los mayores
rendimientos (g) de propoleos en las tres muestras obtenidas con una media de 24.57 g
seguido del propoleos obtenido de los Valles Centrales con un 11.96 g y finalmente el
propdleos de la Costa con tan solo un 8.1 g. Se encontr6 una diferencia en peso de 12.61 g
con respecto a Valles y 16.47 g con respecto a la Costa. (cuadro 5). La region de la mixteca
superd a los Valles y la Costa en mas del 51, 33 y 67.04% respectivamente. Para poder
explicar esta diferencia de rendimientos encontrados de propdleos en estas tres zonas de
estudio, un factor a considerar es la vegatacion del area de recoleccion, asi como las
condiciones climaticas como lo demuestra Lugo-Sepulveda (2009), la region de la mixteca
se caracteriza por climas con altas temperaturas, inviernos frios y veranos secos, con
pastizales bien establecidos de forma permanente y bosques mesofilo de montafia, ademas
de diversos tipos de matorrales, con temperaturas que van desde 16 — 22 °C factores
ambientales poco modificados, aunque la costa presenta mayor diversidad de vegetacion de
dunas costeras, selva baja caducifolia y selva baja espinosa, esta vegetacion es propia para la
produccion de miel por el flujo de nectar que presenta no asi para la produccciéon de propoleos
por la reducida producciéon de exudados por parte de la flora. Ademas de temperaturas altas
que van desde 25 -33 °C los cuales limitan la presencia de gomas, resinas y exudados de la
vegetacion como lo confirman trabajos de Milena Popova (2017). Bucio Villalobos et al.
(2017) en Irapuato, Mexico, obtuvo una produccion de 45 g/colonia por un periodo de un
afio, Campero Lazarte (2017) obtuvo en la comunidad de Chulamani Bolivia una produccioén

de 80 g/colonia al afio. Ambos trabajos obtuvieron mayor rendimiento de propdleos de 20.5
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y 55.5 g, es importente sefialar que en el presente trabajo se tomo6 solo una vez la muestra y
que en promedio se pueden tomar tres veces al aio el propoleos, ademas de que se obtuvieron
diferentes rendimientos entre los propdleos de las diferentes regiones, situacion que fue
previamente reportada por Rodriguez-Pérez et al. (2020), donde se menciona que la
composicion y rendimiento de los propdleos varian de acuerdo a la vegetacion presente. Las
medias encontradas en los sitios seflalan que hay diferencia significativa entre los

rendimientos de los propdleos de la Mixteca, Valles Centrales y la Costa, siendo los

propodleos de la Mixteca los que mayor rendimiento presentaron.

Cuadro 5. Rendimientos de los propoleos por sitio de estudio.

Rendimiento (g)

Muestra de propoleos repeticion 1 | repeticion 2 | repeticion 3 M?g)las
Costa 8 8.2 8.1 8.1a
Valles Centrales 12 11.7 12.2 11.96 a
Mixteca 25 25.43 23.3 2457b

Letras distintas indican diferencia significativa entre regiones para las pruebas de Tukey

(P <0.05)

6.2 Identificacion del hongo Hemileia vastatrix

De las muestras obtenidas en campo (37 hojas). Se encontraron que el 100 % de las hojas
de cafetos presentaban sintomas y signos propios de la enfermedad, manchas cloriticas en la
cara inferior de las hojas y pustulas de color naranja en diferentes estadios de desarrollo por
la presencia de uredosporas. En laboratorio, el diagndstico confirmativo de la presencia de
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H. vastatrix se dio tras la identificacién positiva de uredosporas al observarlas en el
microscopio compuesto con el objetivo de 100X las cuales presentaban caracteristicas
morfometricas tales como paredes laterales lisas y planas las cuales estan en contacto con
otras uredosporas, las paredes libres convexas y equinuladas, con verrugas conicas o truncas,
de 3 a 4 um de largo tipicas que definen a H. vastatrix, existen otras formas y trabajos mas
confiables en la determinacion en la presencia o ausencia de H. vastratix en hojas de café,
trabajos como los expuestos por Setiawati et al. (2021) y Quispe-Apaza et al. (2017) en Pert
analizaron la variedad genética de Hemileia vastatrix a través de secuenciacion de los
espaciadores internos transcribibles del ADN ribosomal (ITS). Calderén Rueda (2015)
identifico a través de métodos moleculares a los morfotipos de Hemileia vastatrix causante
de la roya del café en la provincia de Loja en Ecuador. Ramén Silva-Acufia et al (1997)
determinaron la presencia de dos razas de Hemileia vastatrix y la identificacion estuvo
basada en la evaluacion del espectro de reacciones encontrados en los municipios San

Cristobal y Junin Venezuela.

6.3 Evaluacion del dafio a la uredospora por el efecto de propoleos en

condiciones de laboratorio

A las 2 h todos los tratamientos de propoleos a iferentes concentraciones presentaron
porcentajes de control en uredosporas, a este mismo tiempo de evaluacion el tratamiento
Mixteca 10 presento el porcentaje mas alto con 4 % seguido del tratamiento Valles Centrales
10 con un 3.6 % en los testigos no hubo efecto para eliminar uredospora, a las 4 h estos
mismos tratamientos incrementaron su efecto en el control de uredosporas el tratamiento
Mixteca 10 incremento en un 66 % y el tratamiento Valles Centrales 10 en un 6 % y

nuevamente los testigos no presentan algun efecto contra uredosporas, a las 6 h se seguio
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con la misma tendencia de incrementar los porcentajes de control en todos los tratamientos
incluyendo los testigos (Agua destilada 2.2 y Alto 100 sl 1.6% ). A las 48 h se debe resaltar
que el tratamiento Mixteca 10 presento el porcentaje mas alto con 12.6 %, ademas
estadisticamente es diferente con todos los tratamientos evaluados incluido los testigos que

presentaron los porcentajes mas bajos.

Cuadro 6. Daio a la uredospora por el efecto de propdleos de los sitios Mixteca, Costa 'y

Valles Centrales de Qaxaca.

Tiempo de evaluacién (h)

Tratamientos % 2 4 6 48

Costa 10 1.8b 3.6b 5.8b 5.8b
Costa 5 14b 14b 34c¢ 42¢
Costa 2.5 0.8b 1.2b 1.8¢ 2.8¢
Mixteca 10 4a 6.6 a 96a 12.6 a
Mixteca 5 32a 48a 5.6b 8b

Mixteca 2.5 26D 4a 46b 72Db
Valles Centrales 10 3.6a 6a 8.2b 82D
Valles Centrales 5 1.8b 2b 32¢ 44c
Valles Centrales 2.5 1.8b 2b 2.6 ¢ 3¢

Agua destialda 0b 0b 22¢ 2.6¢
Alto 100 sl 0b 0b 1.6 ¢ 22¢

Letras distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para la prueba de tukey

(P <0.05)

Se puede observar que el tratamiento MixtecalO posee el mejor comportamiento en el dafio
contra la uredospora, se obtuvo una recta de regresion de y=14.95+0.8504x, lo que significa
que el tratamiento con este propdleos no solamente tiene la mayor tasa antifungica, sino que
ademas es el que mas rapido presenta los efectos antifingicos. Trabajos como el de Abbasi
et al. (2018) donde hicieron una revision y se pudo comprobar que los extractos de propdleos

son altamente eficaces como bactericidas y fungicidas en tratamientos bucales.
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6.4 Inhibicion de la germinacion de la uredospora a base de propdleos.

En el cuadro 7 se puede observar que todos los tratamientos establecidos ademas del testigo,
presentaron porcentajes de inhibicion de la germinacion de la uredospora, aunque son bajos
en su mayoria nos dan la pauta para seguir trabajando con los propoleos de otros sitios, es de
resaltar que se encontraron dos tratamientos que mostraron porcentajes altos en la inhibicion
de la germinacion de la uredospora a todos los tiempos de la evaluaciéon a (2, 4, 6, 48 y 72
h), el primero fue Alto 100 sl con 1, 3.2, 6.2, 7.2y 11 %, el segundo mejor tratamiento fue
Mixteca 10 con 1.8, 4.4, 7.4, 9 y 10.6 %. otro dato a considerar fueron las concentraciones
altas de 10 % estan superaron a las concentraciones de 5 y 2.5 % en la inhibicion de la

germinacion de la uredospora.

Cuadro 7. Evaluacion en la inhibicion de la germinacion de la uredospora.

Tiempo de evaluacion (h)

Tratamientos % 2 4 6 48 72
Costa 10 24a 98a 16.8 a 27 a 28 a
Costa 5 26a 98a 174 a 254 a 324a
Costa 2.5 3a 10.2 a 202a 294a 332a
Mixteca 10 1.8a 44Db 7.4b 9b 10.6 b
Mixteca 5 2.6a 94a 13.6a 154 a 17.6 a
Mixteca 2.5 2.8a 96a 144 a 16.8 a 202 a
Valles Centrales 10 2.6a 94a 17.8 a 254 a 26.8 a
Valles Centrales 5 2.6a 9.6a 18 a 26 a 27 a
Valles Centrales 2.5 28a 98a 198 a 272 a 30.8a
Agua destilada Ja I1a 206a  342a 374 a
Alto 100 sl la 32b 6.2b 7.2b I1b

Letras distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para la prueba de tukey

(P <0.05).

El analisis de regresion lineal (y = 0.3521+0.03986x) demuestra que, a excepcion de

MixtecalO, los tratamientos no inhiben la germinacion de la uredospora tan eficientemente



como lo hace el fungicida Alto 100 sl. Para comprobar que MixtecalO es tan eficiente como
Alto 100 sl, se determind que no existe diferencia estadistica entre el fungicida Alto 100 sl
y el propdleos MixtecalO, Silva-Castro et al. (2018) evaluaron la actividad antifingica con
H. vastatrix y encontraron que los extractos etandlicos de propoleos brasilefio inhiben la
germinacion de la uredospora hasta en un 54%, aqui se encontr6 que el propdleos MixtecalO
inhibi6 la germinacion de la uredospora hasta en un 90%, 36% mayor efectividad que lo
mostrado por Silva-Castro et al. (2018) y fue igual de eficiente que el fungicida comercial
Alto 100 sl. Papp et al. (2021) mostraron la efectividad de los propdleos como antifungico,
aunque no se traté del hongo de la roya del café, pero si demuestran que el propdleos es
altamente eficiente como antifingico, como se demostrd también en este trabajo. Otro
estudio como el que realizo Manrique Antonio (2006) uso el propdleos y mostréd actividad
antimicrobiana, al inhibir el desarrollo del Staphylococcus aureus ATCC 25.923 con halos

de inhibicion de hasta 30 mm y del Micrococcus luteus ATCC 9.341.

6.5 Inhibicion de la uredospora en hoja de café
En la inhibicion de esporas en hojas de café a las 48 h se puede observar que el tratamiento
Mixteca 10 presento los valores mas altos con un 20.6%, seguido del testigo Alto 100 sl con
un 15 % y estadisticamente estos dos tratamientos son diferentes al resto de los tratamientos.
A las 72 h se alcanzaron porcentajes de inhibicion de mas del 50 % en dos tratamientos
Mixteca 10 presento un 58%, Valles Centrales 10 un 63.3%. A las 144 h tiempo que se
terminaron las observaciones y es de resaltar que las concentraciones altas al 10% por sitio
de muestreo de propodleos, se presentaron los mayores porcentajes en la inhicion de la
uredsopora, como fue al tratamiento Costa 10 con un porcentaje de un 76.6%, mixteca 10

con un 95.3%, y finalmente al tratamiento Valles Centrales 10 con un 83.6%, ademas del
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testigo Alto 100 sl con un 96%, el testigo (agua destilada) fue el tratamiento con los menores
porcentajes de inhibicion con 37.6 % a las 144 h y este tratamiento fue estadisticamente
diferente a los sitios con concentraciones del 10%. Trabajos como el de Silva-Castro et al.
(2018) en su trabajo donde evalud la germinacion de la uredospora en hojas de Coffea arabica
presenta resultados diferentes ya que el lapso de tiempo analizado fue mayor en el presente
trabajo.

Cuadro 8. Evaluacion de la inhibicion de la uredospora en hojas de café.

Tiempo de evaluacion (h)

Tratamiento % 48 72 96 120 144
Costa 10 33b 303b 50b 67.6b 76.6 b
Costa 5 2.6b 273b 333b 486D 613D
Costa 2.5 0.3b 23b 163b 26D 38.3b
Mixteca 10 20.6a 58a 86.6a 90.6a 953 a
Mixteca 5 83Db 273b 433b 60b 77.6b
Mixteca 2.5 43D 173b 25.6b 376D 48.6b
Valles Centrales 10 9.6 b 63.3a 723a 77a 83.6a
Valles Centrales 5 5.6b 22.6b 41b 54 b 66 b
Valles Centrales 2.5 0.3b 7.6b 19b 30b 453 b
Agua destilada lb 6.6b 16D 30.3b 37.6b
Alto 100 sl 15a 33.6a 79.6a 863a 96 a

Letras distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para la prueba de tukey

(P <0.05).

Se determind que entre el fungicida Alto 100 sl y el propoleos MixtecalO no existe una
diferencia estadistica entre ellos, lo que significa que MixtecalO inhibe a la uredospora in
vivo de manera tan eficiente como el fungicida Alto 100 sl. Lo anterior fue previamente
observado por Papp et al. (2021), Silva-Castro et al. (2018) y Rodriguez-Pérez et al. (2020),

quienes observaron una alta eficiencia antifingica de los propoleos que ellos evaluaron,
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aunque solo Silva-Castro y colaboradores evaluaron a H. vastatrix y los otros trabajos

evaluaron la actividad antifingica en otros hongos y bacterias
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VIII. CONCLUSIONES

1. Los mejores rendimientos de los propodleos evaluados, se encontraron en la zona de
la Mixteca con un total de 73.71 g/colmena, con diferencias de mas del 51.32%
respecto a la zona de los Valles y de un 67.0% respecto a la zona de la Costa de

Oaxaca.

2. Dos tratamientos a las 48 h respondieron en dafiar a la uredospora, el tratamiento
Mixteca 10 presentd una efectividad del 12. 6 % y el tratamiento Valles Centrales 10

a presento un 8.2%.

3. Enla inhibicion de la uredospora in vitro, solo el tratamiento Mixteca 10 inhibe en

un 98.2 % de la germinacion de la uredospora.

4. En la inhibicion a la uredospora in vivo en hojas de cafe, el tratamiento Mixteca 10
tuvo una eficiencia del 95 % otro tratamiento a resaltar Valles Centrales 10 logré

una inhibicion del 85 %.
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VIII. RECOMENDACIONES

Evaluar propodleos de otras regiones (Istmo, Cafiada, Papaloapam, Sierra Sur, Sierra
Norte, del estado de Oaxaca), ya que de acuerdo al origen de los propdleos fueron

los porcentajes de control del H. vastatix

Estudiar la vegetacion cercana a las colmenas y determinar sus compuestos qui para

determinar que plantas son la fuente de recursos para la elaboracion de los propdleos

por las abejas.

Probar concentraciones de propdleos mayores al 10 % ya que son las que eliminaron

al hongo H. vastatrix en laboratorio.

Se propone a los propdleos como agente fungicida contra H. vastatrix, al propoleos

proveniente de la Mixteca y los propoleos de los Valles Centrales
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