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RESUMEN. Las bacterias constituyen el segundo grupo en importancia como patégenos de plantas. Los
géneros de mayor importancia son Clavibacter, Agrobacterium, Pectobacterium, Pseudomonas y Xanthomonas.
El propéleo ha demostrado accién antimicrobiana en bacterias patdgenas. El presente trabajo tuvo como
objetivos: evaluar “in vitro” tres concentraciones de dos extractos de propéleo de distinto origen en la inhibicion
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 Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) y el efecto bactericida de 15 aislamientos de Cmm. La actividad antimicrobiana de los
extractos de propdleos fue realizada mediante la técnica de antibiograma. Se determiné CMI de extractos de
propdleo frente a aislamientos de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Los extractos de propéleo
de los dos origenes inhibieron el crecimiento de C. m. subsp. michiganensis (Cmm) en todas la concentraciones
evaluadas. El extracto de Canelones produjo mayor diametro de inhibicion que el de Rocha. Esta diferencia de
inhibicién se observa también en la dosis de 120 mg/mL para X. campestris pv. cucurbitae y X. vesicatoria.
La bacteria R. solanacearum resulté inhibida en las concentraciones 120 y 80 mg/mL del propéleo de Canelones
y 120 mg/mL del propdleo de Rocha. Ninguno de los extractos inhibié 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.

Keywords: Bacteria phytopathogens, bee-glue, control.
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INTRODUCCION

Las bacterias constituyen el segundo grupo en
importancia como patogeno de plantas, causando
grandes pérdidas econdmicas 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
antibioticos 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
quimico. Cepas de Xanthomonas campestres pv.
vesicatoria resistentes a estreptomicina (Stall etal.,
1962; Misanvalle etal., 1990) y acompuestos ctpricos
(Marcoy Stall, 1983) han sido aisladas de plantas de
tomate; asimismo han sido encontradas cepas de
Pseudomonas syringae pv tomato resistentes a
estreptomicina (Silvaetal., 1995a) y ctpricos. (Silva
etal., 1995b)

El propoleo ha demostrado accion antimicrobiana en
bacterias patogenas del reino animal (Sforcin et al.,
2000; Gebara etal., 2002; Koo etal., 2002), asi como
también en bacterias fitopatdgenas. (Bianchini y
Bedendo, 1998; Basim et al., 2006)

El propoleo es una mezcla compleja de sustancias
resinosas, gomosas e balsamicas recogidas por las abejas
(Apis mellifera) de brotes, flores y exudados de plantas,
alas cuales le adhieren secreciones salivares, ceray polen
para la elaboracion del producto final. Las abejas lo
utilizan para la construccion, reparacion 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 propoleo fue mas activa que las fracciones
obtenidas por particion 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
accion del propoleo es complejo y no se puede hacer
una analogia con el modo de accion de los antibioticos
clasicos. (Takaisi-Kikuni & Schilcher,1994)
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En estudios veterinarios, el propdleo inhibid
determinados géneros Gram-positivos, tales como
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus e
Mycobacterium, siendo parcialmente efectivo o inactivo
en relacion 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)

Hasido sugerido que la actividad antibacteriana puede
estar asociada al alto contenido de sustancias del tipo
flavonoides y fenoles presentes en el propdleo (Grange
& Davey, 1990). La extraccion de estos compuestos
activos de los propdleos es mas eficiente con etanol que
los solventes metanol (Gonzalez etal., 2005) y agua
(Park et al., 1998). Estos compuestos pueden variar
en proporcion en funcion del origen geografico de los
propoleos. (Kujumgiev etal., 1998; Tolosaetal., 2002)

En la bisqueda de alternativas al control quimico el
propoleo podria ser utilizado para el control de
enfermedades de plantas.

Elpresente trabajo tuvo como objetivos: evaluar “in vitro”
tres concentraciones de dos extractos de propoleo de distinto
origen en la inhibicion de crecimiento de Pectobacterium
carotovorum subsp. atroseptica (Eca), Xanthomonas
vesicatoria (Xv), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), Agrobacteriumtumefaciens (At),
Ralstoniasolanacearum (Rs), Pseudomonassyringaepv.
tomato (Pst), Pseudomonas corrugata (Pc),
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Xcc),
Pseudomonas sevastanoi subsp. sevastanoi (Pss),
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) y determinar la
ConcentracionMinima Inhibitoria(CMI)y el efectobactericida
de 15 aislamientos de Cmm.

MATERIALESY METODOS

Los propoleos fueron colectados de apiarios situados
enlos departamentos de Canelones y Rochaen Uruguay.
Larecoleccion se realizé mediante rejilla de plastico y
los extractos de propoleo fueron preparados en una
solucion hidroalcoholica (70° etanol), calentando a 70
°C durante 30 minutos, (Park etal., 1998) filtrados,
centrifugados y esterilizados mediante membrana de
nitrato de celulosa, 0,2 i. (Gonzalez et al., 2005).

Las bacterias utilizadas fueron cedidas por el Servicio
de Proteccion Agricola, Ministerio de Agriculturay Pesca
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(MGAP). Se trabaj6 con las bacterias fitopatogenas:
Eca, Xv, Cmm, At, Rs, Pst, Pc, Xcc, Pss, Xac.

Elanalisis de laactividad antimicrobiana de los extractos
de propoleos fue realizado mediante la técnica de
antibiograma de Baueretal. (1966). Las bacterias fueron
cultivadas en medio Nutriente Agar Dextrosado (NAD)
a 27 °C durante 48 h. Las concentraciones de la
suspensiones de células bacterianas se ajustarona 0,4
A (550 nm) con espectrofotometro, que correspondieron
a 1x10'°-1x10"ufc/ml. Estas fueron incorporadas en
30mlde NAD y dispensadas en placas de Petride 15
cm de diametro.

Los discos de papel (12,7 mm de didametro) 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 70° (testigo), secados
porunminuto y colocados sobre el medio inoculado de
cada placa. Las placas fueron incubadas a 27 °C por
48 h. La variable medida fue el didmetro de inhibicion
(mm) conun calibre digital. El disefio experimental fue
en bloques al azar con 4 repeticiones. Los datos se
analizaron con el paquete estadistico SAS version9.1.3
(SAS Institute, Cary, NC, 2006). El analisis de varianza
(ANOVA) fuerealizado y las medias fueron comparadas
por Tukey (4=0,05).

Determinacion de la CMI de extractos de propéleo
frente aaislamientos de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis

Para Cmm, la cual presentd mayor inhibicion en el
ensayo anterior, se determiné la CMI de 15 aislamientos
frente a los dos extractos de propdleo. La CMI se
determind como laminima concentracion de extracto
de propoleo que inhibe el crecimiento bacteriano
mediante el método de dilucion en agar.

Los quince aislamientos fueron obtenidos de coleccion,
ocho correspondientes a la Unidad de Fitopatologia de
laFacultad de Agronomia, UDELAR, seis del Instituto
de Investigaciones Agricolas (INIA) y una del Servicio
de Proteccion Agricola del MGAP fueron utilizados
parala determinacion de la CMLL

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

de cada tubo (15 mL) se homogenizd y se virtid en una
placa de Petri estéril. Se prepararon en saline 0,85 % p/
v quince suspensiones de c€lulas bacterianas de los
aislamientos de Cmm a partir de colonias en fase de
crecimiento exponencial (72 h). La concentracion fue
ajustada conun espectrofotometroa 0,1 Abs. equivalente
a 10%ufc/ml. De cada suspension se tom6 una alicuota
de 5 il y se inoculd en placas preparadas con las
diferentes diluciones de propdleo o alcohol. Placas sin
propdleo y alcohol se sembraron como control de
viabilidad. Luego, se incubarona27°Cpor 72 hyla
CMI fueregistrada.

Se determino la actividad bactericida de las CMI de
cadapropdleo. Entubos de ensayo de 25 mL se adiciond
Nutriente Broth Dextrosado (NBD) con los extractos
de propdleos alas CMI y sin los extractos (testigos).
Los tubos fueron sembrados con 10 pl de suspension
bacteriana a una concentracion de 10® ufc/mL, e
incubados en agitacion (140 rpm), luego 5 pl fueron
colectados y sembrados en placas de Petri con NAD.
Los tubos y placas fueron incubados a 27 °C por 72 h.
La determinacion de la CMI y su efecto bactericida se
repitid una vez.

RESULTADOSY DISCUSION

Los extractos de propoleo de los dos origenes inhibieron el
crecimiento de C. m. subsp. michiganensis (Cmm) en
todas la concentraciones evaluadas. El extracto de
Canelones produjomayor diametrode inhibicion queel de
Rocha. Estadiferenciade inhibicion se observatambiénen
ladosis de 120 mg/mL para X. C. pv. cucurbitae (Xcc) y
X. vesicatoria (Xv) (Tabla 1). La mayor actividad
antibacteriana del propoleo proveniente de la zona de
Canelones podria ser explicada por la variacion en la
composicion quimica de los propdleos dada por la
diversidad de la flora de cada zona como fue observado
también en propdleos de diferentes origenes geogréficos.
(Kujumgiev etal., 1998; Tolosaetal., 2002)

La bacteria R. solanacearum resultd inhibida en las

concentraciones 120 y 80 mg/mL del propoleo de
Canelonesy 120mg/mLdel propoleo de Rocha. (Tabla 1)

El efecto antibacteriano de los propdleos sobre Cmm, Xv
y Rscoincide 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 presentdé mayor halo
de inhibicion (21-25 mm), comparado con los otros
géneros (14-16 mm), esto puede deberse a la mayor
sensibilidad de las bacterias Gram positivas al
propoleo. (Castagna de Vargas et al., 2004)

Ninguno de los extractos inhibi6 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
etal. (2006), los cuales encontraron que el extracto
de propdleo inhibi6 el crecimiento de Pca, At, Pst,
Pcy Pss. Estos resultados se pueden explicar por la
diferencias entre los propoleos utilizados en los
trabajos e inclusive por el comportamiento de cada
cepa bacteriana. Para el caso de Xac no fue
estudiada por dichos investigadores.

Tabla 1. Diametro de inhibicidn de crecimiento bacteriano (mm) bajo los discos de papel impregnados con extracto

de propdleo de Canelonesy Rochaa 120 mg/mL, 80 mg/mL, 40 mg/mL y etanol 70°

Bacterias | PREOPOLEO CANELONES PROPOLEC ROCHA

120 120 TESTIGO

mgfml 80 mofml | 40 mgfml | modml 80 modml |40 mgiml
Eca 12,7 a 127 a 12,7 a 127 a 12,7 a 12,7 a3 127 a3
Kv 15.1a 133 b 127 h 128 b 127 h 127 h 127 h
Cmm 256 a 252ab [|238bc (225c¢cd [|226cd [211d 127 e
At 12,7 a 127 a 12,7 a 12,7 & 12,7 & 12,7 & 12,7 &
Rs 16.6 a 147 b 127 ¢ 15.0 ab 134 be |127 ¢ 127 ¢
Pst 127 a 127 a 127 a 12,7 & 12,7 & 12,7 & 12,7 &
Pc 12,7 a 127 a 12,7 a 12,7 a 12,7 3 12,7 a 12,7 3
Xee 16,27 a 145 b 129 ¢ 13.2 be 134 be |127 ¢ 127 ¢
Xac 13.1 a 12,7 a 12,7 3 12,7 a 12,7 3 12,7 a 12,7 3
Pss 1273 127 3 1273 127 3 1273 12,7 a 12,7 3

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 estadisticamente por el test de Tukey (p > 0,05).

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

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 propoleo, no inhibid el desarrollo
bacteriano en las concentraciones evaluadas.

Los aislamientos de Cmm se comportaron diferentes
frente a los extractos. E146 % de los aislamientos
fueron sensibles al extracto de propdleo de
Canelones a la concentracion 0,3 mg/mL. mientras
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para el propoleo de Rocha, la mayoria de los
aislamientos (40 %) fueron sensibles a
concentraciones mas bajas (0,04 mg/mL). (Tablal)

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 propoleos, asociadas a la actividad
antimicrobiana (Grange & Davey, 1990). Estos
compuestos pueden variar en proporcion en funcion
del origen geografico de los propoleos. (Kujumgiev
etal., 1998; Tolosa et al., 2002)

Los valores de CMI del propéleo 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
mayoria de los valores de CMI del propdleo de
Rocha fueron més bajos que los de Canelones,
pero estas no fueron concentraciones suficientes
para matar las células bacterianas.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoriay concentracion bactericida de los extractos de propéleos frente a
aislamientos de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Alslamientos Propoleo Propoleo
Canelones Rocha
CMI cB* CM™ CE*
DE5A 0,155 0,155 0,04 0,04
[T1A7 0,30 0,30 0,30 0,30
IMIA, 2 0,125 0,125 0,04 MD
IMIA 3 0,50 mD 0,0s mD
IA 4 0,30 [ 0,30 rD
IMLA S 0,155 0,155 0,04 mD
INIA B 0,125 0,125 002 MO
FAGHD 0,30 0,30 0,04 0,04
FAGRED 2 0,30 0,30 0,05 rD
FAGRO 3 0,30 0,30 0,30 MD
FAGHED 4 0,155 0,155 0,04 mD
FAGHEDO S 0,155 0,155 0,04 rD
FAGREO B 0,04 HD 002 mD
FAGRO Y 0,625 0,625 10,00 10,00
FAGHED G 0,30 0,30 0,08 0os

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria. CB: Concentracién Bactericida. La CMI y CB expresada en mg/mL

ND: concentracion bactericida no detectada

CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos el propdleo
puede tener un potencial uso en el manejo de algunas
enfermedades bacterianas, especificamente para la
causada por C. m. subsp. michiganensis. Se
deberan continuar los trabajos que confirmen estos
resultados, para luego seguir con la etapa de
investigacion a campo. Asimismo se deberan realizar
estudios de caracterizacion quimica de extractos de
propoleos para seleccionar aquellos que posean
mayor actividad antimicrobiana.
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