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RESUMEN. Las bacterias constituyen el segundo grupo en importancia como patógenos de plantas. Los
géneros de mayor importancia son Clavibacter, Agrobacterium, Pectobacterium, Pseudomonas y Xanthomonas.
El propóleo ha demostrado acción antimicrobiana en bacterias patógenas. El presente trabajo tuvo como
objetivos: evaluar “in vitro” tres concentraciones de dos extractos de propóleo de distinto origen en la inhibición
de crecimiento de Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica, Xanthomonas vesicatoria, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Pseudomonas corrugata,  Xanthomonas campestris pv. cucurbitae,
Pseudomonas sevastanoi subsp. sevastanoi, Xanthomonas axonopodis pv. citri y determinar la Concentración
Mínima Inhibitoria (CMI) y el efecto bactericida de 15 aislamientos de Cmm. La actividad antimicrobiana de los
extractos de propóleos fue realizada mediante la técnica de antibiograma. Se determinó CMI de extractos de
propóleo frente a aislamientos de  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Los extractos de propóleo
de los dos orígenes inhibieron el crecimiento de C. m. subsp. michiganensis (Cmm) en todas la concentraciones
evaluadas. El extracto de Canelones produjo mayor diámetro de inhibición que el de Rocha. Esta diferencia de
inhibición se observa también en la dosis de 120 mg/mL para X. campestris pv. cucurbitae  y X. vesicatoria.
La bacteria R. solanacearum resultó inhibida en las concentraciones 120 y 80 mg/mL del propóleo de Canelones
y 120 mg/mL del propóleo de Rocha. Ninguno de los extractos inhibió el crecimiento de Pectobacterium
carotovorum subsp. atroseptica, A. tumefaciens, P. s. pv. tomato, P. corrugata, P. s. pv. sevastanoi, X. a. pv.
citri, al igual que el control.
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ABSTRACT. The bacterias constitute the second group in importance like pathogens of plants. The genus of
more importance are Clavibacter, Agrobacterium, Pectobacterium, Pseudomonas and Xanthomonas. The
bee-glue has demonstrated microbial action bacterias. The present work had as objectives: to evaluate “in
vitro” three concentrations of two extracts of bee-glue of different origin in the inhibition of growth of
Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica, Xanthomonas vesicatoria, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Pseudomonas corrugata, Xanthomonas campestris pv. cucurbitae, Pseudomonas sevastanoi subsp.
sevastanoi, Xanthomonas axonopodis pv. citri and to determine the Inhibitory Minimum Concentration (IMC)
and the effect germicide of 15 isolations of Cmm. The microbial activity of bee-glues extracts was carried out
by means of the antibiogram technique. IMC of bee-glue extracts was determined in front of isolations of C.
michiganensis michiganensis. The extracts of bee-glue of the two origins inhibited the growth of C. m.
michiganensis in all the evaluated concentrations. The extract of Cannelonis produced bigger inhibition
diameter that that of Rocha. This inhibition difference is also observed in the dose of 120 mg/mL for X.
campestris pv. cucurbitae and X. vesicatoria. The bacteria R. solanacearum was inhibited in the concentrations
120 and 80 mg/mL of the bee-glue of Cannelonis and 120 mg/mL of bee-glue of Rocha. None of the extracts
inhibited the growth of Pectobacterium carotovorum  atroseptica, A. tumefaciens, P. s. pv. tomato, P. corrugata,
P. s. pv. sevastanoi, X. to. pv. citri, the same as the control.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Las bacterias constituyen el segundo grupo en
importancia como patógeno de plantas, causando
grandes pérdidas económicas al agricultor (Lopes &
Quezado-Soares, 1997). Los géneros de mayor
importancia asociados a enfermedades de plantas son
Clavibacter, Agrobacterium,  Pectobacterium,
Pseudomonas y Xanthomonas (Agrios, 2004).

El manejo de las enfermedades bacterianas
fundamentalmente es realizado con aplicaciones de
antibióticos y fungicidas a base de cobre (Lopes
C.A., 2000). El uso frecuente e inadecuado de los
mismos ha favorecido el surgimiento de cepas
resistentes causando pérdida de eficacia del control
químico. Cepas de Xanthomonas campestres pv.
vesicatoria  resistentes a estreptomicina (Stall et al.,
1962; Misanvalle et al., 1990) y a compuestos cúpricos
(Marco y Stall, 1983) han sido aisladas de plantas de
tomate; asimismo han sido encontradas cepas de
Pseudomonas syringae pv tomato resistentes a
estreptomicina (Silva et al., 1995a) y cúpricos. (Silva
et al., 1995b)

El propóleo ha demostrado acción antimicrobiana en
bacterias patógenas del reino animal (Sforcin et al.,
2000; Gebara et al., 2002; Koo et al., 2002), así como
también en bacterias fitopatógenas. (Bianchini y
Bedendo, 1998; Basim et al., 2006)

El propóleo es una mezcla compleja de sustancias
resinosas, gomosas e balsámicas recogidas por las abejas
(Apis mellifera) de brotes, flores y exudados de plantas,
a las cuales le adhieren secreciones salivares, cera y polen
para la elaboración del prodúcto final. Las abejas lo
utilizan para la construcción, reparación de la colmena o
para barnizar el interior de las celdillas con fines
desinfectantes. (Ghisalberti, 1979)

Se ha reportado que la actividad antimicrobiana de un
extracto de propóleo fue más activa que las fracciones
obtenidas por partición con diferentes solventes,
sugiriendo que la actividad antimicrobiana es
probablemente causada por el efecto sinérgico de varios
compuestos (Santos et al., 2002). El mecanismo de
acción del propóleo es complejo y no se puede hacer
una analogía con el modo de acción de los antibióticos
clásicos. (Takaisi-Kikuni & Schilcher,1994)

En estudios veterinarios, el propóleo inhibió
determinados géneros Gram-positivos, tales como
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus e
Mycobacterium, siendo parcialmente efectivo o inactivo
en relación con géneros Gram-negativos como
Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella, Proteus e
Salmonella. (Pinto et al., 2001; Prado Filho et al.,
1962; Grange & Davey, 1990; Mazzuco et al., 1996)

Ha sido sugerido que la actividad antibacteriana puede
estar asociada al alto contenido de sustancias del tipo
flavonoides y fenoles presentes en el propóleo (Grange
& Davey, 1990). La extracción de estos compuestos
activos de los propóleos es más eficiente con etanol que
los solventes metanol (González et al., 2005) y agua
(Park et al., 1998). Estos compuestos pueden variar
en proporción en función del origen geográfico de los
propóleos. (Kujumgiev et al., 1998; Tolosa et al., 2002)

En la búsqueda de alternativas al control químico el
propóleo podría ser utilizado para el control de
enfermedades de plantas.

El presente trabajo tuvo como objetivos: evaluar “in vitro”
tres concentraciones de dos extractos de propóleo de distinto
origen en la inhibición de crecimiento de Pectobacterium
carotovorum subsp. atroseptica (Eca), Xanthomonas
vesicatoria (Xv), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Agrobacterium tumefaciens (At),
Ralstonia solanacearum (Rs), Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst), Pseudomonas corrugata (Pc),
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Xcc),
Pseudomonas sevastanoi subsp. sevastanoi (Pss),
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) y determinar la
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y el efecto bactericida
de 15 aislamientos de Cmm.

Los propóleos fueron colectados de apiarios situados
en los departamentos de Canelones y Rocha en Uruguay.
La recolección se realizó mediante rejilla de plástico y
los extractos de propóleo fueron preparados en una
solución hidroalcohólica (70º etanol), calentando a 70
ºC durante 30 minutos, (Park et al., 1998)  filtrados,
centrifugados y esterilizados mediante membrana de
nitrato de celulosa, 0,2 ì. (González et al., 2005).

Las bacterias utilizadas fueron cedidas por el Servicio
de Protección Agrícola, Ministerio de Agricultura y Pesca
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

(MGAP). Se trabajó con las bacterias fitopatógenas:
Eca, Xv, Cmm, At, Rs, Pst, Pc,  Xcc, Pss, Xac.

El análisis de la actividad antimicrobiana de los extractos
de propóleos fue realizado mediante la técnica de
antibiograma de Bauer et al. (1966). Las bacterias fueron
cultivadas en medio Nutriente Agar Dextrosado (NAD)
a 27 ºC durante 48 h. Las concentraciones de la
suspensiones de células bacterianas se ajustaron a 0,4
A (550 nm) con espectrofotómetro, que correspondieron
a 1x1010-1x1012ufc/ml. Estas fueron incorporadas en
30 ml de NAD y dispensadas en placas de Petri de 15
cm de diámetro.

Los discos de papel (12,7 mm de diámetro) estériles
fueron impregnados con los extractos provenientes de
Canelones y Rocha a las concentraciones 40 mg/mL,
80 mg/mL, 120 mg/mL y etanol 70º (testigo), secados
por un minuto y colocados sobre el medio inoculado de
cada placa. Las placas fueron incubadas a 27 ºC por
48 h. La variable medida fue el diámetro de inhibición
(mm) con un calibre digital. El diseño experimental fue
en bloques al azar con 4 repeticiones. Los datos se
analizaron con el paquete estadístico SAS version 9.1.3
(SAS Institute, Cary, NC, 2006). El análisis de varianza
(ANOVA) fue realizado y las medias fueron comparadas
por Tukey (á = 0,05).

Determinación de la CMI de extractos de propóleo
frente a aislamientos de  Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis

Para Cmm, la cual presentó mayor inhibición en el
ensayo anterior, se determinó la CMI de 15 aislamientos
frente a los dos extractos de propóleo. La CMI se
determinó como la mínima concentración de extracto
de propoleo que inhibe el crecimiento bacteriano
mediante el método de dilución en agar.
Los quince aislamientos fueron obtenidos de colección,
ocho correspondientes a la Unidad de Fitopatología de
la Facultad de Agronomía, UDELAR, seis del Instituto
de Investigaciones Agrícolas (INIA) y una del Servicio
de Protección Agrícola del  MGAP fueron utilizados
para la determinación de la CMI.

En tubos estériles de 50 mL se adicionó NAD estéril a
40 ºC y los extractos de propóleos o de alcohol a
concentración de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,30; 0,155;
0,08; 0,04 y 0,02 mg/mL. La concentración inicial de
los extractos fue de 120 mg/mL (12 %). El contenido

de cada tubo (15 mL) se homogenizó y se virtió en una
placa de Petri estéril. Se prepararon en saline 0,85 % p/
v quince suspensiones de células bacterianas de los
aislamientos de Cmm a partir de  colonias en fase de
crecimiento exponencial (72 h).  La concentración fue
ajustada con un espectrofotómetro a 0,1 Abs. equivalente
a  108 ufc/ml. De cada suspensión se tomó una alícuota
de 5 ìl y se inoculó en placas preparadas con las
diferentes diluciones de propóleo o alcohol. Placas sin
propóleo y alcohol se sembraron como control de
viabilidad. Luego, se incubaron a 27 ºC por 72 h y la
CMI fue registrada.

Se determinó la actividad bactericida de las CMI de
cada propóleo. En tubos de ensayo de 25 mL se adicionó
Nutriente Broth Dextrosado (NBD) con los extractos
de propóleos a las CMI y sin los extractos (testigos).
Los tubos fueron sembrados con 10 μl de suspensión
bacteriana a una concentración de 108 ufc/mL, e
incubados en agitación (140 rpm), luego 5 μl fueron
colectados y sembrados en placas de Petri con NAD.
Los tubos y placas fueron incubados a 27 ºC por 72 h.
La  determinación de la CMI y su efecto bactericida se
repitió una vez.

Los extractos de propóleo de los dos orígenes inhibieron el
crecimiento de C. m. subsp. michiganensis (Cmm) en
todas la concentraciones evaluadas. El extracto de
Canelones produjo mayor diámetro de inhibición que el de
Rocha. Esta diferencia de inhibición se observa también en
la dosis de 120 mg/mL para X. c. pv. cucurbitae (Xcc)  y
X. vesicatoria (Xv) (Tabla 1). La mayor actividad
antibacteriana del propóleo proveniente de la zona de
Canelones podría ser explicada por la variación en la
composición química de los propóleos dada por la
diversidad de la flora de cada zona como fue observado
también en propóleos de diferentes orígenes geográficos.
(Kujumgiev et al., 1998; Tolosa et al.,  2002)

La bacteria R. solanacearum resultó inhibida en las
concentraciones 120 y 80 mg/mL del propóleo de
Canelones y 120 mg/mL del propóleo de Rocha. (Tabla 1)

El efecto antibacteriano de los propóleos sobre Cmm, Xv
y Rs coincide con los resultados de Basim et al. (2006) y
también fue observado por Bianchini & Benedo (1998) en
Cmm.
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C. m. subsp. michiganensis presentó mayor halo
de inhibición (21-25 mm), comparado con los otros
géneros (14-16 mm), esto puede deberse a la mayor
sensibilidad de las bacterias Gram positivas al
propóleo. (Castagna de Vargas et al., 2004)

Ninguno de los extractos inhibió el crecimiento de P.
c. subsp. atroseptica, A. tumefaciens, P. s. pv.
tomato, P. corrugata, P. s. pv. sevastanoi, X. a.

pv. citri, al igual que el testigo (Tabla 1). Estos
resultados no coinciden con los hallados por Basim
et al. (2006), los cuales encontraron que el extracto
de propóleo inhibió el crecimiento de Pca, At, Pst,
Pc y Pss. Estos resultados se pueden explicar por la
diferencias entre los propóleos utilizados en los
trabajos e inclusive por el comportamiento de cada
cepa bacteriana.  Para el caso de Xac no fue
estudiada por dichos investigadores.

En el ensayo de la determinación de la CMI, los
15 aislamientos de Cmm fueron sensibles a los
dos extractos de propóleo. Los valores de CMI
oscilaron entre 10-0,02 mg/mL y 0,625-0,04 mg/
mL para los propóleos de Rocha y Canelones,
respectivamente (Tabla 2). Los valores de CMI
del extracto de propóleo de Rocha presentaron
mayor rango que el propóleo de Canelones, esta
diferencia de amplitud, probablemente se deba a
la sensibilidad de los aislamientos a los diferentes
componentes de cada tipo de propóleo.

Todos los aislamientos de Cmm se desarrollaron
en las placas con alcohol y en la placa testigo
(datos no presentados). El alcohol utilizado como
solvente del propóleo, no inhibió el desarrollo
bacteriano en las concentraciones evaluadas.

Los aislamientos de Cmm se comportaron diferentes
frente a los extractos. El 46 % de los aislamientos
fueron sensibles al extracto de propóleo de
Canelones a la concentración 0,3 mg/mL. mientras

para el propóleo de Rocha, la mayoría de los
aislamientos (40 %) fueron sensibles a
concentraciones más bajas (0,04 mg/mL). (Tabla1)

Probablemente la diferencia de la CMI entre los
dos extractos se deba a diferencias en el contenido
de sustancias del tipo flavonoides y fenoles presentes
en los propóleos, asociadas a la actividad
antimicrobiana (Grange & Davey, 1990). Estos
compuestos pueden variar en proporción en función
del origen geográfico de los propóleos. (Kujumgiev
et al., 1998; Tolosa et al., 2002)

Los valores de CMI  del propóleo de Canelones
y de Rocha presentaron efecto bactericida en el
80 % y 33 % de los aislamientos, respectivamente
(Tabla 2). Las diferencias en la actividad
bactericida pueden estar relacionadas con que la
mayoría de los valores de CMI del propóleo de
Rocha fueron más bajos que los de Canelones,
pero estas no fueron concentraciones suficientes
para matar las células bacterianas.
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Tabla 1. Diámetro de inhibición de crecimiento bacteriano (mm) bajo los discos de papel impregnados con extracto
de propóleo de Canelones y Rocha a  120 mg/mL, 80 mg/mL, 40 mg/mL  y etanol 70º

Eca: Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica; Xv: Xanthomonas vesicatoria  Cmm: Clavibacter michiganensis
subsp. Michiganensis; At: Agrobacterium tumefaciens; Rs: Ralstonia solanacearum; Pst: Pseudomonas syringae pv.
tomato; Pc: Pseudomonas corrugata; Xcc: Xanthomonas campestris pv. Cucurbitae; Xac: Xanthomonas axonopodis
pv. citri; Pss: Pseudomonas sevastanoi pv. sevastanoi
Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente por el test de Tukey (p > 0,05).
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CONCLUSIONES
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estudios de caracterización química de extractos de
propóleos para seleccionar aquellos que posean
mayor actividad antimicrobiana.
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