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1 INTRODUCCION

Las bacterias constituyen el tercer grupo en importancia entre los
patdgenos de las plantas, existiendo 100 especies agrupadas en ocho géneros
que producen danos tanto en campo como durante la poscosecha, causando
grandes pérdidas economicas al agricultor.

Actualmente el control quimico de enfermedades bacterianas depende
principalmente de aplicaciones de fungicidas a base cobre y antibioticos.
Debido al uso indiscriminado de estos productos ha surgido resistencia de las
bacterias a los mismos, o que ha hecho necesario el estudio de medidas de
control alternativas.

El propdleo es un producto natural extraido por las abejas de diversas
plantas. Es utilizado en defensa de la colmena contra microorganismos debido
a su propiedad antimicrobiana. En los ultimos 50 afos las investigaciones
cientificas sobre propdleo se han incrementado. Sus propiedades bioldgicas
han permitido su uso en medicina humana, y veterinaria, asi como en el
manejo de enfermedades de plantas. Existen en el Uruguay antecedentes en la
investigacion, sobre “El propdleo como alternativa al control quimico en
hortalizas”, Proyecto CSIC realizado en el afio 2005-2006. En dicho estudio se
evalu6 el efecto de extractos de propdleos en el control de los patégenos
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae y Fusarium sambucinum. Ambos
patdgenos resultaron inhibidos, y el extracto etandlico fue el que presenté
mayor accion.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar “in vitro” dos extractos de
propéleo de distinto origen en la inhibicion del crecimiento de Pectobacterium
carotovora subsp. atroseptica (Pca), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Xcv), 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 savastanoi subsp. savastanoi (Pss),
Xanthomonas citri pv. citri (Xcci).



2 REVISION BIBLOGRAFICA

2.1 BACTERIAS

Las bacterias son organismos microscopicos sumamente pequeios (0,2
a 1,2 ym de diametro y 0,4 a 1,4 ym de longitud). Se conocen alrededor de 100
especies que producen enfermedades en plantas. Son organismos saprofitos
facultativos y pueden cultivarse artificialmente en medios nutritivos, sin embargo
las bacterias vasculares fastidiosas son dificiles de hacerlas crecer en medios
de cultivo (Agrios, 2005).

Los principales géneros de bacterias fitopatégenas son: Agrobacterium,
Clavibacter, Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas, Streptomyces y
Xyllela. Nuevas técnicas de biologia molecular han resultado en frecuentes
propuestas de reclasificacion de varios géneros y especies (Lopes y Quezado-
Soares, 1997).

Este grupo lo constituye importantes patégenos de plantas por la
gravedad de las enfermedades que causan en los cultivos, por la facilidad con
que se diseminan y las dificultades encontradas en su control (Da Silva
Romeiro, 2000).

Las bacterias, a diferencia de los hongos, no son capaces de penetrar
directa y activamente a través de la superficie de las plantas. Lo hacen a través
de heridas provocadas por rameado, insectos, nematodos o por el hombre en
las practicas culturales trasplante, poda, desbrote, cosecha y de aberturas
naturales como estomas, hidatédos, lenticelas. Lluvias con viento favorecen la
entrada principalmente de las bacterias que atacan la parte aérea (Lopes y
Quezado-Soares, 1997).

Las enfermedades bacterianas ocurren en el campo y en la poscosecha,
reducen la produccién y afectan el producto para la comercializacion, muchas
veces causando pérdidas elevadas al productor. El alto contenido de agua de
las hortalizas las convierte en plantas excepcionalmente sensibles al ataque de
bacterias, patdégenos altamente dependientes del agua para su infeccion,
colonizacion y diseminacion (Lopes y Quezado-Soares, 1997).

Las enfermedades bacterianas son muy dificiles de manejar. Algunas
bacterias se pueden convertir en sistémicas en el tejido vascular de la planta
por lo que es poco practico erradicar el patégeno por medio de la poda de los
tejidos sintomaticos o mediante la aplicacion de un plaguicida a la superficie de
la planta. Por otra parte, las bacterias experimentan un crecimiento exponencial,



lo que significa que sus poblaciones pueden duplicarse varias veces al dia,
dependiendo de la especie bacteriana y las condiciones ambientales, las
enfermedades que causan llegan a ser explosivas (McManus y Stockwell,
2000).

Para el manejo de las enfermedades bacterianas con frecuencia se debe
recurrir a una combinacion de varios métodos de control para combatirlas:
iniciar un cultivo con semillas o mudas sanas, rotacion de cultivos, uso de
variedades resistentes, un balance nutritivo equilibrado, riego, densidad de
plantacion, desinfeccion del suelo, y el uso de compuestos quimicos (Lopes y
Quezado-Soares 1997, Agrios 2005).

2.2 ENFERMEDADES CAUSADAS POR BACTERIAS A ESTUDIARSE EN EL
PRESENTE TRABAJO

La agalla de la corona causada por Agrobacterium tumefaciens, tiene
como sintomatologia caracteristica el tumor que suele aparecer en el cuello,
raiz o en la parte aérea de la planta (Lépez y Montesinos, 1996). Este género
incluye aquellas bacterias que son habitantes de suelo y los patdgenos
formadores de agallas o tumores en las plantas (Montesinos y Beltra, 1996).
Las pérdidas econdmicas causadas por Agrobacterium tumefaciens son muy
grandes en su conjunto, al haber sido citadas como posibles plantas huéspedes
643 especies y debido a que las plantas enfermas no deben ser
comercializadas segun la legislacion fitosanitaria de numerosos paises (Lopez y
Montesinos, 1996).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)

Clase: Proteobacteria

Familia: Rhizobiaceae

Género: Agrobacterium

Especie: tumefaciens (Montesinos y Beltra, 1996).

Dentro de las podredumbres blandas de la papa Pectobacterium
carotovora subsp. atroseptica aparece como el agente causal del pie negro de
la papa, estando asociada también en el sindrome de muerte temprana de las
plantas de este cultivo (Powelson, 1985), ocasionando pudricion de semilla de
papa o pierna negra de post-emergencia (Molina y Harrison, 1980). A nivel
mundial se considera a P. carotovora subsp. atroseptica como uno de los
principales problemas de la siembra de la papa por su frecuencia e incidencia




en los principales paises productores de este cultivo (Lopez y Montesinos,
1996).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)

Clase: Proteobacteria

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Pectobacterium

Especie: carotovora

Sub especie: atroseptica (Gardan el al., 2003).

El cancro citrico, causada por Xanthomonas citri subsp. citri (Schaad,
2005) afecta a las especie de las Rutaceas, y dentro de ella a las especies de
Citricos (EPPO, 2005b), es la enfermedad cuarentenaria mas importante de los
citricos (FAO, 2003). Los sintomas que ocasiona, tanto en hoja, fruto y ramas
jévenes se describen como lesiones necroéticas, producidas por hipertrofia e
hiperplasia, que se desarrolla hasta formar una costra. En hojas, la lesion suele
comenzar por el envés y llega a poder observarse en ambas caras. En lesiones
viejas el halo clorético puedo no aparecer, el centro puede cribarse y caer (Stall
y Seymur 1983, EPPO 2005a). Causa pérdidas econdmicas directas por
disminucién en la cantidad y calidad de frutos. También es responsable de
pérdidas econodmicas indirectas por limitar los mercados para la exportacidon
(EPPO 2005b, CAB International 2005).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)
Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Xanthomonas

Especie: citri

Sub especie: citri (Schaad, 2005)

La mancha foliar y podredumbre de poscosecha de las cucurbitaceas, es
causada por Xanthomonas campestris pv. cucurbitae. Sus hospederos son las
distintas especies de la Familia de las Cucurbitaceas, y dentro de ellos mas
especificamente los cultivos de zapallos, calabazas y pepino. La sintomatologia
que ocasiona en las hojas se reconoce por ser manchas angulares, amarillentas
a grisaceas con borde acuoso y centro oscuro que puede caer o no, dando
aspecto de cribado. En frutos las lesiones, pequefias al principio, de color
castafas y con halo oscuro, crecen en diametro, se hunden, se agrietan
formando cancros (Cassanello et al., 2006). Las perdidas provocadas por esta




bacteria en afos lluviosos podrian se de gran importancia, alcanzando el 50%
del descarte (Gonzalez et al., 2002)

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)
Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Xanthomonas

Especie: campestris

Patovar: cucurbitae (Agrios, 2005).

La mancha bacteriana, ocasionada por Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Syn. Xanthomonas vesicatoria pv vesicatoria (Doidge) Dye,
presenta como principales hospederos al cultivo de tomate y morrén entre otras
solanaceas. La sintomatologia que ocasiona en frutos de tomate se
corresponde a manchas corchosas, de margen acuoso, de forma ovalada a
irregular. Frutos de morron raramente muestran sintomas. En hojas, tanto de
tomate como de morrén, las lesiones aparecen en forma de manchas acuosas
irregulares, primeramente verdes para luego volverse marrones o0 necroticas
(EPPO, 2005c). En nuestro pais la mancha bacteriana provoca importantes
pérdidas de follaje y rendimientos sobre todo en tomate a campo (Maeso y
Fernandez, 2010).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)
Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Xanthomonas

Especie: campestris

Patovar: vesicatoria (Agrios, 2005).

La peca bacteriana es causada por Pseudomonas syringae pv. tomato y
como su nombre lo indica tiene como hospedero al cultivo de tomate. Ocasiona
en hojas manchas punteadas, pardas bien delimitadas, angulosas con halo
clorético bien marcado, a veces confluentes. En flor y pedunculo floral también
da lugar a manchas pardas y en frutos pequefias manchas circulares pardas
similares a excrementos de mosca (Blancard, 1992).

Reino: Procaryotae
Division: Gracillicutes (Gram negativos)
Clase: Proteobacteria



Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Especie: syringae (Montesinos y Beltra, 1996).
Patovar: tomato

La necrosis de la médula del tomate. Ha sido mencionada como una
asociaciéon de diferentes patdégenos bacterianos, entre los que se incluyen
Pseudomonas corrugata (Scarlett et al., citados por Nico et al., 2006). Los
principales sintomas son la produccion de raices adventicias y coloracién de
castafo oscuro en los tallos. Al efectuar cortes longitudinales en los tallos se
observan los sintomas tipicos de necrosis medular: coloracién castafio oscura y
presencia de cavidades (Nico et al., 2006). Constituye una enfermedad de gran
importancia econdmica y amplia difusibn mundial (Scarlett et al., citados por
Nico et al., 2006)

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)

Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Especie: corrugata (Montesinos y Beltra, 1996).

La tuberculosis del olivo es causada por Pseudomonas savastanoi
subsp. savastanoi, (Pérez-Martinez et al., 2008). Esta bacteria incita a la
formacion de agallas en plantas de olivo (Olea europea) y plantas ornamentales
del tipo adelfas (Nerium oleander), los tumores se desarrollan en un inicio de
forma aislada en las ramas de los arboles de Olivo, aunque también puede
afectar al resto del vegetal: raices, troncos, hojas y frutos (Penyalver et al.,
2000).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)

Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Especie: savastanoi

Subespecie: savastanoi (Pérez-Martinez, et al., 2008).

La murchera de la papa, es ocasionada por Ralstonia solanacearum
anteriormente Pseudomonas solanacearum y mas recientemente Burkholderia




solanacearum (Yabuuchi et al., 1995). Es un patégeno de gran importancia en
las zonas tropicales y subtropicales, ya que afecta una gran diversidad de
cultivos entre los que se incluyen solanaceas como el tomate (Lycopersicon
esculentum L. Mill), berenjena (Solanum melongena L.), papa (Solanum
tuberosum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) asi como también bananos (Musa
spp.), mani (Arachis hipogea L.), plantas ornamentales como heliconias
(Heliconia sp.), entre otros (Hernandez et al., 2005). Los sintomas que ocasiona
esta bacteria son tipicamente de infeccién vascular, la planta se marchita y
muere. Cuando las condiciones climaticas son favorables puede ocasionar
pérdidas totales del cultivo. Esta bacteria logra sobrevivir en el suelo o
infectando malezas por varios anos (Agrios, 2005).

Reino: Procaryotae

Division: Gracillicutes (Gram negativos)
Clase: Proteobacteria

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Ralstonia

Especie: solanacearum (Agrios, 2005)

La bacteria fitopatdgena causante del Cancro bacteriano, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis presenta como principal hospedero en
importancia econdmica al cultivo de tomate, aunque ha sido reportado también
para otras especies del género Lycopersicum spp., y en plantas silvestres como
Solanum douglasii, S. nigrum y S. triflorum. Semillas contaminadas suelen dan
lugar a las plantas aparentemente sanas, los sintomas aparecen s6lo cuando
las plantas llegan a estado reproductivo. Los primeros sintomas son la
desecacion del borde de los foliolos principalmente en hojas inferiores. En una
etapa avanzada, pequenas pustulas blanquecinas aparecen en las venas de la
hoja y peciolos, en los tallos y peciolos pueden aparecer rayas marrones que se
rajan y mostrar sintomas de cancros. Desde el primer reporte de esta
enfermedad en los Estados Unidos en 1910, se ha extendido en todo el mundo
y provoca graves perdidas en cultivos de tomate tanto en los invernaderos
como en campo. En Carolina del Norte (Estados Unidos), se han registrado una
reduccion del 70% en el rendimiento en algunos afos (EPPO, 2005a).

Reino: Procaryotae

Division: Firmicutes (Gram positivos)
Clase: Thallobacteria

Género: Clavibacter

Especie: michiganensis

Sub especie: michiganensis (Agrios, 2005)



2.3 CONTROL QUIMICO

Los pesticidas quimicos se utilizan actualmente tanto para la proteccion
de plantas de las infecciones, como para erradicar a un patégeno que ya ha
infectado a la planta (Agrios, 2005).

El control de enfermedades ocasionadas por bacterias ha sido en la
historia, mucho mas dificultoso y menos exitoso que el control de enfermedades
fungicas (Agrios, 2005). Productos a base de cobre y antibidticos registrados
para uso agricola no siempre resultan en un control eficiente de las bacteriosis
que afectan los cultivos (Lopes y Quezado-Soares 1997, Lopes 2000).
Fungicidas como los ditiocarbamatos (Conlin y Mccarter 1983, Lecigne et al.
2000) y el sulfato de zinc (Adaskaveg y Hine 1985, Pagani y Silvera 1998) son
también utilizados para el control de las bacteriosis. La mezcla de cobre y
mancozeb (Ditiocarbamato) es mas efectiva que la utilizacién de cobre por si
solo en el control de bacteriosis observandose un efecto sinérgico (Cook y Stall
1982, Marco y Stall 1983).

También se utilizan fumigantes para el control de bacteriosis de suelo
(Lopes, 2000).

2.3.1 Antibidticos

Los antibiéticos se han utilizado desde la década de 1950 para controlar
ciertas enfermedades bacterianas en frutales, vegetales y plantas ornamentales
(McManus et al., 2002).

Hoy en dia, los antibiéticos mas comunmente utilizados en el control de
bacteriosis de las plantas son la estreptomicina, oxitetraciclina y kasugamicina.

Estreptomicina, es un antibiético producido por la bacteria de suelo,
Streptomyces griseus, de amplio espectro y de accion bactericida. En los
Estados Unidos, el 60% se utiliza para el control de Erwinia amylovora en
manzano y peral, siendo su uso en cultivos horticolas insignificante (McManus y
Stockwell, 2000). En Brasil, su uso esta dirigido a aplicaciones en viveros de
plantines, y tratamientos de boniato semilla (Lopes, 2000). Actualmente en el
Uruguay no esta registrado su uso (URUGUAY. MGAP. DGSSAA, 2010).

Oxitetraciclina, es producida por Streptomyces spp., de accion
bacteriostatica (Lopes, 2000). En los Estados Unidos no se utiliza en cultivos
horticolas, solo es dirigido para el control de Xanthomonas arboricola pv pruni
en duraznero y nectarino, y el control de Erwinia amylovora en manzano y peral



(McManus y Stockwell, 2000). Actualmente en el Uruguay no esta registrado su
uso (URUGUAY. MGAP. DGSSAA, 2010).

Kasugamicina, es producida por especies de Streptomyces kasugaeneis
y ha sido desarrollada para el control de la Pyricularia oryzae en el cultivo del
arroz, teniendo también accion bactericida. Bacterias del género Pseudomonas
spp. son fuertemente inhibidas (Lopes, 2000). Es utilizada en aplicaciones
foliares y tratamiento de semillas, se ha desarrollado la resistencia tras su uso
continuo pero esta decrece cuando cesan los tratamientos (Barbera, 1989).
Actualmente en el Uruguay esta registrado el sulfato de kasugamicina para el
control de algunas bacteriosis (URUGUAY. MGAP. DGSSAA, 2010).

A diferencia de los fungicidas, los antibiéticos presentan menor
persistencia, necesitandose aplicaciones mas frecuentes (Lopes, 2000).

2.3.2 Cobre

Los productos cupricos son productos ampliamente utilizados en la
horticultura y fruticultura para el control de enfermedades fungicas y bacterianas
(Kimati, 1995). Existen formulaciones comerciales de cobre agrupadas en
cuatro categorias: sulfatos, oxicloruros, 6xidos e hidréxidos (URUGUAY. MGAP.
DGSSAA, 2010), encontrandose productos registrados para control de
bacteriosis en cada una de ellas (Lopes y Quezado-Soares, 1997).

Cualquiera sea su formulacion el cobre ocupa un importante papel entre
los pesticidas inorganicos. Su uso va desde tratamientos de semilla hasta
aplicaciones invernales, pasando por multiples usos en estado vegetativo sobre
diversos cultivos pero con algunas limitaciones en cultivos susceptibles. La
accion de los compuestos cupricos es aun insustituible para el control de las
bacteriosis (Barbera, 1989).

Poco se conoce acerca de la actividad del cobre como bactericida,

mientras que el mismo producto por su accién fungicida ha recibido grandes
atenciones (Horsfall, citado por Marco y Stall, 1983).

2.3.3 Resistencia a antibioticos y cobre

Uno de los principales problemas que presenta el uso de antibiéticos y
cobre para el control de las enfermedades bacterianas en las plantas es la
pérdida de efectividad debido a la aparicion de resistencia en las poblaciones
de bacterias.



Cuando un producto es utilizado en forma comercial y se encuentra que
ha perdido efectividad debido a que ha aparecido resistencia se habla de
"resistencia adquirida". Resulta que la poblacién del patégeno ya no es lo
suficientemente sensible como para ser controlada. Este tipo de resistencia se
conocidé en primer lugar en bacterias patégenas humanas que se tornaron
resistentes a los antibidticos y en los insectos resistentes al DDT (Mondino,
2001).

Esta problematica se encuentra ampliamente documentada en la
bibliografia. Al principio de la década del 70 fue reportada la resistencia a
Estreptomicina en los EEUU. Este antibiotico era usado para el control del
fuego bacteriano ocasionado por Erwinia amylovora (Coyier y Covey 1975, Beer
y Norelli 1976). En la década del 80 también en los Estados Unidos, fueron
evidenciados los primeros niveles de resistencia al cobre (Cooksey, 1990).

Se ha encontrado que bacterias resistentes al cobre fueron de forma
simultanea resistentes a la estreptomicina en varias especies como fueron
Pseudomonas cepacia, P. gladioli, P. syringae pv. actinidiae, Agrobacterium
radiobacter y A. tumefaciens (Goto et al., 1994).

En el cuadro No. 1 se mencionan algunas de las referencias sobre la
deteccion de bacterias fitopatégenas resistentes a antibidticos y cobre.
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Cuadro No. 1: Reportes de bacterias resistentes a antibiéticos y/o cobre

PATOGENOS PROD. QUIMICOS CULTIVO AUTOR - ARO LUGAR
Xanthomonas Cobre, Estreptomicina Mirik et al. (2007) TURQUIA
campestris pv.  Cobre, Estreptomicina Pimiento Ritchie y Dittapongpitch (1991) EEUU
vesicatoria Cobre Marco y Stall (1983) EEUU
Pseudomonas Cobre, Estreptomicina Varios Scheck et al. (1996) EEUU
syringae
Xanthomonas Cobre, Estreptomicina Mirik et al. (2007) TURQUIA
campestris pv. Cobre, Estreptomicina  Pimiento  Ritchie y Dittapongpitch (1991) EEUU
vesicatoria Cobre Marco y Stall (1983) EEUU
Pseudomonas
syringae pv. Estreptomicina Manzano Jones et al. (1991) EEUU
papulans

Erwinia amylovora
Pseudomonas spp. Estreptomicina Varios McManus et al. (2002) EEUU
Xanthomonas

Campestris

Pseudomonas spp.

Xanthomonas spp.

Erwinia spp. Cobre Varios Goto et al. (1994) EEUU
Agrobacterium spp.

Clavibacter spp.

Curtobacterium spp.

Cobre
Xanthomonas spp.  Estreptomicina Tomate Montelongo et al. (2010) URUGUAY
Kasugamicina

2.3.4 Otros problemas que ocasionan el uso de cobre

Por otro lado debe tenerse en cuenta que el cobre es un metal pesado.
Los metales pesados estan considerados como muy peligrosos para los seres
vivos en general, pues poseen una gran toxicidad, por su elevada tendencia a
bioacumularse. Las continuas aplicaciones de productos cupricos, producen la
acumulacion en los suelos de este metal, la extraccion por parte de la planta es
proporcional a la concentracion en el medio, esto supone acumular este metal
pesado para el siguiente nivel de la cadena trofica. Ademas el cobre es un
fungicida y bacteriostatico de amplio espectro, siendo un biocida para la mayor
parte de los microorganismos (hongos y bacterias) que antagonizan, directa o

11



indirectamente, con los hongos y bacterias fitopatdégenos en la superficie de las
plantas y en el suelo favoreciendo a los patdégenos resistentes (Labrador,
citado por Cortés Rubira, 2010).

2.3.5 Discusion sobre la utilizacion de antibidticos en la agricultura

Existe una preocupacion por parte de los consumidores por la seguridad
alimentaria. La justificacion para el uso de antibiéticos en la produccion de
alimentos tanto de origen animal como en el sector hortifruticola es
ampliamente cuestionada. Varias organizaciones no gubernamentales reclaman
por el abuso de antibidticos resultando en la aparicion de bacterias patogénicas
resistentes a antibidticos, contaminacion del medio ambiente y de los alimentos
(Allerberger et al., 2002).

Hay una falta general de conocimiento de la importancia del uso
agricola de los antimicrobianos como factor de resistencia, incluso entre los
expertos en medicina y salud publica. El uso agricola de los antibiéticos es la
principal causa de la resistencia en todo el mundo, por cuatro razones: la mayor
cantidad de antibidticos es utilizada por la agricultura, la mayoria resulta en
exposiciones sub-terapéuticas contra las bacterias , los mismos antibioticos son
utilizados en agricultura y medicina humana, y la poblacion humana esta
expuesta a los patdgenos resistentes a los antimicrobianos a través del
consumo de alimentos, asi como el contacto directo (Silbergeld et al., 2008).

Los seres humanos consumen unicamente la mitad de todos los
antibidticos a nivel mundial. Casi la totalidad de lo que resta se afiade al pienso
animal para el tratamiento masivo de las enfermedades infecciosas o para
fomentar el crecimiento. Los antimicrobianos se afaden asimismo al agua para
el tratamiento de las enfermedades icticolas y se pulverizan sobre cultivos
alimentarios para el tratamiento de determinadas enfermedades como es el
‘fuego bacteriano’ del manzano (OMS, 2005).

Existen reportes de bacterias resistentes asociadas al hombre en la
agricultura. Estudios realizados en agua y suelo agricola informaron de la
presencia de Escherichia coli resistentes a antibidticos (terramicina,
oxitetraciclina y gentamicina) y Salmonella resistentes a cobre (Lopez et al.,
2009). También es amplia la investigacion sobre la transferencia de bacterias
resistentes de animales a los seres humanos a través de la transmision por los
alimentos (Piddock 1996, Blanco et al. 1997, Bolton et al. 1999, Swartz 2002).
Otros autores encontraron que una fraccidbn de genes de resistencia a la
estreptomicina en las bacterias asociadas a las plantas fue similar a las
encontradas en las bacterias aisladas de humanos, animales y del suelo. Sin
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embargo el papel del uso de antibidticos en las plantas en la crisis de
resistencia a los antibidticos en medicina humana es sujeto a debate (McManus
et al., 2002).

Los antimicrobianos son utilizados en la horticultura y fruticultura, pero
los riesgos de tales usos para la salud humana son menos conocidos (OMS,
2001). La comunidad médica de los EEUU afirma que el surgimiento de estirpes
resistentes en patégenos humanos es debido al mal uso de antibiéticos durante
el tratamiento y no por el uso agricola. Sin embargo existen pruebas de una
significativa diseminacion de ciertos géneros de bacterias resistentes (por
ejemplo, Salmonella, Campylobacter, Enterococcus) desde los animales a los
seres humanos (OMS, 2005).

Por otro lado es reducido el numero de antibidticos utilizados en el
manejo de enfermedades de plantas, en comparacion con los de uso en
veterinaria. En los EEUU esta registrada la estreptomicina para su uso en el
cultivo de manzano, peral, plantas ornamentales, tomate, pimiento y papa. Y la
oxitetraciclina para duraznero y nectarino, peral y manzano. Siendo esto
importante ya que las enfermedades bacterianas atacan a casi todos los
cultivos, y no existen registros para ello (McManus, 2001). En Uruguay sucede
algo semejante existiendo pocos antibidticos registrados y en apenas para
algunos cultivos (URUGUAY. MGAP. DGSSAA, 2010).

No se espera la aparicion de nuevos antibiéticos que sean utilizados en
la agricultura debido a los costos elevados de desarrollo, las limitaciones
reglamentarias y las preocupaciones medioambientales y la salud humana.
Alternativas a los antimicrobianos, como los agentes de control biolégico, las
plantas transgénicas y productos quimicos nuevos, se estan desarrollando y
comercializando, aunque su eficacia esta por determinar (Vidaver, 2002).

2.4 TENDENCIA MUNDIAL A PRACTICAS SUSTENTABLES

Durante los ultimos afios se ha incrementado la conciencia acerca de la
necesidad de preservar los recursos naturales y el medio ambiente tanto para
las generaciones actuales como las futuras. En este contexto, hoy en dia los
objetivos de la produccion agricola son el brindar a los consumidores productos
de calidad e inocuidad asegurada, producidos mediante métodos
conservacionistas de los recursos naturales, respetuosos con el medio
ambiente (Mondino y Vero, 2006).
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En relacién a las frutas y hortalizas, el concepto de “calidad” ha sufrido
una fuerte evolucidon de modo que ya no se refiere a la mera estética del
producto (forma, tamafo, color) sino que incluye, aspectos relacionados al
proceso de produccion y comercializacion. O sea la preservacion de los
recursos naturales durante su produccion, la preservacion del medio ambiente,
el cuidado de la salud de los trabajadores y consumidores forman parte ahora,
de ese nuevo concepto de calidad (Mondino y Vero, 2006).

Esta forma de produccion queda enmarcada en el concepto de
Produccién Integrada, la cual se define como “la produccién econémica de
frutas y hortalizas de alta calidad, dando prioridad a métodos ecologicamente
mas seguros, minimizando el uso de agroquimicos y sus efectos colaterales no
deseados, poniendo énfasis en la proteccién del medio ambiente y la salud
humana” (Avilla y Telis, 2003).

Uno de los objetivos de la Produccidén Integrada hace énfasis en la
reduccidon del uso de productos de sintesis destinados a la proteccion de los
cultivos y en este esquema el Control Biolégico aparece como una herramienta
indispensable al momento de disefiar y poner en practica sistemas de manejo
integrado (Mondino y Vero, 2006).

Este método de control puede definirse como toda forma de control que
no involucra el uso de plaguicidas de sintesis quimica; incluyendo el uso de
microorganismos antagonistas, uso de sustancias naturales o modificacion de la
resistencia del huésped (Wilson y Wisniewski, 1994).

El uso de propdleos para el control de enfermedades bacterianas en las
plantas aparece entonces como una herramienta apropiada y factible de ser
utilizada en sistemas de manejo integrado en la produccion sustentable de
frutas y hortalizas.

2.5 PROPOLEO
2.5.1 Definicién

El propdleo es un producto de composicion compleja. Las abejas (Apis
mellifera) lo obtienen por adicion de cera y secreciones salivales al material
resinoso, gomoso o balsamico que recolectan de yemas, brotes y heridas de
diversas plantas (Ghisalberti, 1979). La palabra propolis es derivada del griego
donde pro significa “en defensa de” y polis “ciudad”, esto es en defensa de la
ciudad o de la colmena (Marcucci 1995, Burdock 1998).
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Las abejas usan esta sustancia para protegerse contra insectos y
microorganismos, empleandolo para el reparo de grietas o dafos en la
colmena, en la preparacién de celdas asépticas para la postura de la abeja
reina y la momificacién de animales invasores. Se acostumbra encontrar en la
colmena pequenos animales o parte de ellos envueltos en propéleo, en perfecto
estado de conservacion (Marcucci, 1995), debido a la accidén antimicrobiana del
propdleo, lo que impide la descomposicion del cadaver (Park et al., 1998).

El propoleo esta constituido por una gran variedad de compuestos
quimicos, su composicidn varia segun la fuente de procedencia, se caracteriza
por tener un 55% de resinas y balsamos aromaticos, 30% de ceras, 10% de
aceites esenciales y 5% granos de polen (Grange y Davey 1990, Burdock
1998).

2.5.2 Propiedades bioldqgicas

El propdleo ha sido objeto de estudios farmacoldgicos debido a sus
propiedades antibacteriana (Gebara et al. 1996, Valcic et al. 1999, Stepanovic
et al. 2003, Popova et al. 2005, Bankova 2005, Kosalec et al. 2005, Simdes et
al. 2008), antifungica (Dobrowolski et al. 1991, Sawaya et al. 2002), antiviral
(Amoros et al.,, 1994), antiinflamatodria (Khayyal et al., 1993), analgésica (De
Campo et al., 1998), antioxidante (Ozcan 2000, Kumazawa et al. 2004),
anticancerigeno (Heo et al., 2001), inmunomodulatdria (Ilvanovska et al., 1995),
antiulcerosas-cicatrizante (Kiderman et al., 2001) y anticariogénica (lkeno et al.
1991, Koo 2000).

Una de las propiedades mas importante del propéleo es su actividad
antimicrobiana, la cual se le atribuye fundamentalmente a los flavonoides, el
principal compuesto fendlico del propdleo (Asis 1989, Grange y Davey 1990,
Brushi et al. 2003).

Los flavonoides son pigmentos vegetales, sintetizados a partir del
aminoacido fenilalanina, que generalmente exhiben brillantes colores como el
de los pétalos de las flores. La mayoria de las veces emiten fluorescencia
cuando son excitados por la luz UV, y se localizan en las células de las plantas
verdes. Los flavonoides son usados por los botanicos para clasificacion
taxondmica. Ellos regulan el crecimiento de las plantas e influencian otras
células bioldgicas de diversas maneras. Los flavonoides inhiben o destruyen
muchas especies bacterianas, inhiben importantes enzimas virales, tales como
la transcriptasa reversa y otras diversas proteasas, y ademas, destruyen
algunos importantes protozoos (Havsteen, 2002).
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2.5.3 Mecanismo y espectro de accion

El mecanismo de accion del propdleo es complejo y no se puede hacer
una analogia con el modo de accion de los antibidticos clasicos (Takaisi-Kikuni
y Schilcher, 1994).

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 (Krol,
citado por Marcucci 1996, Santos et al. 2002, Hayacibara 2004).

Los extractos de propoleo han sido evaluados sobre bacterias gram-
positivas y gram-negativas, encontrandose una mayor efectividad sobre las
primeras (Akopyan et al. 1970, Grange y Davey 1990, Marcucci et al. 2001, Lu
et al. 2005). El extracto de propdleo demostré actividad antibacteriana contra el
67,7 % de los aislados testados; el 92,6 % de los aislados gram positivos y el
42,5 % de los gram negativos fueron sensibles al extracto (Castagna de Vargas
et al., 2004).

2.5.4 Composicion quimica y origenes

Propdleos de distintos origenes fueron investigados por su accion
antibacteriana, antifungica y antiviral, se demostré6 que a pesar de tener la
misma actividad hubieron diferencias en su composicion quimica. En las zonas
templadas, es sabido que son flavonoides y esteres de acidos fendlicos los
responsables de mencionada actividad; en las zonas tropicales, los propoleos
no contenian estas sustancias pero mostraron similar actividad. Obviamente
diferentes muestras, con diferentes combinaciones de sustancias son
esenciales para la actividad biolégica del propdleo (Kujumgiev et al., 1999).

Por otro lado se investigdé la actividad antibacteriana con extractos de
propoleo de distinta procedencia del estado de Campeche, México, dando como
resultado que existen diferencias segun el origen fitogeografico de cada
propdleo (Tolosa y Cafizares, 2002).

La actividad antimicrobiana del propdoleo de diferentes localidades en
Turquia fue investigada y correlacionada con su composicidon quimica. Los
principales componentes analizados fueron distintos segun su ubicacion
geografica y los extractos de propdleo mostraron diferentes efectos inhibitorios
contra las bacterias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Morganella morganii, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Proteus vulgaris (Katircioglu y Mercan, 2006)

Se ha demostrado quimicamente que los exudados de los arboles de tipo
Alamo (Populus alba), son el principal recurso de propdleo de zonas con clima
mediterraneo como la zona norte de Europa, Sudamérica, y oeste de Asia
(China). Menos comunmente, en otras partes del mundo, géneros como Betula,
Ulmus, Pinus, Quercus, Salix, y Acacia son utilizadas como recurso para el
propoéleo (Greenaway et al., 1989).

También ha sido demostrado, que la composicidon quimica del género
Populus incluye principalmente muchos tipos de flavonoides, flavonas y fenoles
(Kumazawa et al. 2002, Popova et al. 2005).

Por otro lado, en China se identificaron también nuevos componentes,
como son el: acido ferulico y acido cafeico y sus ésteres (Marcucci y Bankova,
1999).

En paises con clima tropical como Brasil los principales componentes de
los propdleos son, terpenoides y prenilados, los cuales derivan de acidos
cumarinicos. Esta diferencia ha sido explicada por el diferente origen vegetal de
este propdleo, el cual, pertenece principalmente al género Baccharis spp
(Bohlman et al. 1981, Marcucci y Bankova 1999).

En Chile, en la regién de ToroBayo, Valdivia, fueron aislados cinco
flavonoides: galangina, crisina, pinocembrina, 3-metil galangina y 7 metil
galangina. Casi todos ellos son caracteristicos del género Populus, razén por la
cual se estima que, en la recoleccion de propoleos, las abejas usan en
proporcion importante el exudado de las yemas de este género (Alarcon y
Nufez, citados por Del Rio Martinez, 2006).

En Uruguay se identificaron 18 tipos de flavonoides, 4 acidos aromaticos
carboxilados y 11 ésteres de acidos fendlicos. Dos de los flavonoides no
estaban registrados en la literatura, pinobanksina y 2 metil-2-butenil ferulato.
Los demas componentes fueron similares a los encontrados en Europa y China,
por lo que se ha sugerido que el propdleos Uruguayo tiene el mismo origen
vegetal que estas regiones (Kumazawa et al., 2002).

2.5.5 Extractos de propodleos

Para la extraccion de las sustancias activas se utilizan diferentes
solventes como son el etanol, metanol y agua.
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El extracto de propdleo etandlico fue comparado con el extracto acuoso
de propoleo en su actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus. El
extracto acuoso no inhibid el crecimiento bacteriano, en cambio el extracto
etandlico lo hizo a partir de concentraciones mayores a 30% de etanol. Los
extractos etandlicos de propdleos con una concentracion de etanol entre 30% y
90% tienen actividad antibacteriana, mostrando su mayor actividad entre 60% y
80% de etanol (Park e lkegaki, 1998b).

Con un analisis de cromatografia liquida de alta frecuencia (CLAE) en
fase reversa, se verificd que la mayoria de los flavonoides identificados fueron
extraidos en los porcentajes etandlico de 60 a 80%, coincidiendo estos ultimos
con la mayor actividad antibacteriana (Park et al., 1998a).

Se compard la actividad antimicrobiana “in vitro” de extractos de
propdleos con diferentes solventes, frente a Xanthomonas campestris pv.
cucurbitae y Fusarium sambucinum. El extracto acuoso no presento actividad,
pero si lo hicieron los extractos etandlicos (70%), metandlicos (70%) e
hidroamoniacal (6%). El extracto etandlico al 70% fue el que presentd mayor
inhibicion para los dos patégenos evaluados siendo esta diferencia significativa
(Gonzalez et al., 2007).

2.5.6 Estudios de propdleo en fitopatologia

El efecto antifungico de un extracto metandlico de propdleo fue evaluado
in vitro contra Phytophthora infestans, P.capsici y P. parasitica. Las
concentraciones 3, 5, 7 y 10 ug/ml inhibieron completamente el crecimiento
micelial de las tres especies de Phytophthora (Yusuf et al., 2005).

En otro estudio se valido el potencial fungicida del propdleo contra
Phytophtora infestans in vivo. Los mejores resultados en la reduccion de
severidad de tizon tardio, fueron obtenidos con extracto de propdleo al 0,3%,
los cuales fueron equivalentes al tratamiento con el fungicida Metalaxyl
(Barbosa-Medeiros et al., 2007).

Un componente del propoleo, el éster del acido cafeico, fue sintetizado
quimicamente y evaluado in vitro e in vivo sobre el patégeno Alternaria alternata
en tomate. Los resultados indican que este constituyente reduce el crecimiento
micelial in vitro y ejerce mayor control que el fungicida Captan® in vivo sin
efectos negativos en la maduracion y calidad del tomate (Ojeda-Contreras et al.,
2008).
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Se validd el efecto del extracto etandlico de propdleo (EEP) en la
incidencia y severidad de cercospora y roya del cafeto. EI EEP disminuyo la
incidencia y severidad de cercospora en mudas de cafeto y redujo la incidencia
de roya en un cafetal en produccién (Spaziani-Pereira et al., 2008).

Se estudid la actividad antifungica del extracto metandlico de propdleo
sobre Alternaria alternata y Fusarium oxysporium f.sp. melonis. El crecimiento
micelial  presentd inhibicion en ambos hongos, sin embargo Fusarium
oxysporium fue mas sensible que Alternaria alternata, demostrando que el
extracto de propoleo puede ser usado como antifungico (Ozcan et al., 2004)

Fue evaluada la eficacia de un extracto etandlico de propdleo sobre
Colletotrichum lindemuthianum, “in vitro”. Existié una reduccion del crecimiento
micelial con concentraciones de 6 a 10 % de extracto de propdleo, y la
concentracion de 30% tuvo un efecto fungicida (Obasa et al., 2007).

Fue evaluada la actividad antimicrobiana “in vitro” de extractos de
propdleo, frente a Xanthomonas campestris pv. cucurbitae y Fusarium
sambucinum aislados de un cultivo de zapallo. El extracto etandlico de
propdleo presentd una inhibicion significativa del crecimiento para los dos
patdgenos evaluados (Gonzalez et al., 2007).

La actividad antibacteriana del extracto de propodleo fue investigada en
Turquia sobre bacterias patégenas agricolas y se encontré que P. syringae pv.
phaseolicola fue la mas sensible a una concentracion de extracto de propdleo
de 1/10 y la sensibilidad de las bacterias siguieron la secuencia P. syringae pv.
phaseolicola > P. savastanoi pv. savastanoi, P. corrugata, R. solanacearum > E.
carotovora pv. carotovora, P. syringae pv. syringae, E. amylovora, A.
tumefaciens, A. vitis, C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv.
tomato, X. campestris pv. campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria (Basim et
al., 2006).

El efecto antibidtico del extracto acuoso de propdleo en varias
concentraciones fue evaluado contra cinco bacterias fitopatogenas donde
Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli fueron completamente inhibidas en
medio de cultivo conteniendo 10% de extracto de propdleo. Erwinia
chrysanthemi fue parcialmente inhibida, en cuanto Pseudomonas syringae pv.
tabaci se mostré insensible al extracto de propdleo (Bianchini y Bedendo, 1998).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de la Unidad de
Fitopatologia de Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica.

3.2 ORIGENES DE LOS PROPOLEOS

Los propdleos se obtuvieron de dos apiarios: uno situado en la zona de
producciones intensivas de Canelones, del Centro Regional Sur (CRS) de la
Facultad de Agronomia, cercano a Progreso y el otro de una zona de
producciones extensivas cercanas a Rocha, con el objetivo de tener materiales
de diferente origen botanico. La recoleccién se realizé mediante rejilla de
plastico (tipo mosquitero), permitiendo obtener un producto con menos
impurezas.

3.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para cada propodleo se pesaron 120 gr. y se anadié en 1L de alcohol 70°,
quedando a una concentracién de 12%. Cada propoleo en alcohol se colocé en
un matraz y se sometié a una temperatura de 70° C bajo agitacion continua
durante 30 minutos en un agitador marca Barnstead/Thermolyne modelo
SP46920-26. Los extractos se colaron con un filtro de papel tipo Whatman 40,
se colocaron en tubos Falcon de 12 ml y se centrifugaron en una centrifuga
marca HERMLE modelo Z383K a 2500 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se esterilizé mediante filtrado con membrana de nitrocelulosa 0,2
pMc marca Minisart y se colocé en un vaso de bohemia de 50 ml estéril. Este
procedimiento se realizé en asepsia dentro de la camara de flujo laminar marca
NUAIRE Laminar Flow Product modelo UN-201-430E. Cada extracto de
propdleo original de 12% se diluy6 al 8% y 4% con etanol 70°. Se dispuso en
envases de vidrio estéril hermético y se almacend a 4° C hasta su uso.

3.4 ENSAYO 1
3.4.1 Bacterias

Las bacterias utilizadas en el experimento provinieron de la Bacterioteca
del Unidad de Fitopatologia de Facultad de Agronomia (FA); Direccion General
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de Servicios Agricolas, Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (DGSSAA-
MGAP) y del Departamento de Proteccion Vegetal de INIA “Las Brujas” (INIA-
LB). Diez bacterias patdgenas de cultivos horticolas y fruticolas se utilizaron en
el trabajo experimental (Cuadro No. 2).

Cuadro No. 2: Bacterias fitopatégenas utilizadas en el experimento.

CULTIVO

PATOGENOS HOSPEDERO ENFERMEDAD ORIGEN

Pectobacterium Brasil
carotovora subsp. Papa Pie Negro DGSSAA-
atroseptica (Pca) MGAP

Xanthomonas Mancha

campestris pv. Tomate : Uruguay FA

) . bacteriana

vesicatoria (Xv)

Clavibacter Cancro Uruguay
michiganensis subsp. Tomate, Morrén Bacteriano DGSSAA-
michiganensis (Cmm) MGAP

Agrobacterium Frutales: Agalla de Uruguay EA
tumefaciens (At) Rosaceas corona guay
Ralstonia Marchitamiento
solanacearum (Rs) FERE, TEITENS bacteriano AT [P
Pseudomonas Peca
syringae pv. tomato Tomate bacteriana Uruguay FA
(Pst)
FEEIEOMONEE Tomate Tallo hueco Uruguay FA
corrugata (Pc)
Xanthomonas
campestris pv. Cucurbitaceas Bacteriosis Uruguay FA
cucurbitae (Xcc)
Pseudomonas :
; : Tuberculosis Uruguay
savastanoi pv. Olivo :
) del olivo INIA-LB
savastanoi (Pss)
. Uruguay
Xantho_m_o nas .C't“ bV Citrus Cancro citrico DGSSAA-
citri (Xcci) MGAP
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3.4.2 Preparacion del inoculo

Cada bacteria fue sembrada en el medio Nutriente Agar Dextrosado
(NAD) (Ver Anexo No. 1) e incubada a 27°C durante 48 hs. en estufa de
crecimiento marca Pablo Ferrando, modelo ES 64ST. Luego se tomaron 2 o0 3
anzadas de cada una y se mezcl6 en 5 ml de saline, agitandolas en un Vortex
marca Thermolyne Type, modelo 16700 Mixer para lograr una suspension
uniforme. Las concentraciones de cada una de las 10 bacterias se ajustaron a
0.1 de absorbancia (longitud de onda 550 nm) con un espectrofotometro marca
Jenway, modelo 6305 estimandose una concentracion de 1x10® cel.ml” (Da
Silva Romeiro, 2001).

3.4.3 Antibiograma

El analisis de la actividad antimicrobiana de los extractos de propdleos se
realizd mediante la técnica de antibiograma (Bauer et al., 1966). Diez mililitros
de las suspensiones bacterianas fueron incorporadas a 30 ml de medio NAD (el
cual se preparé concentrado para 40 ml) a una temperatura de 40° C y
dispensadas en placas de Petri de 15 cm de diametro, resultando una
concentracion de 2,5 x 10” cel.ml". Discos de antibiograma de 12.7 mm de
didmetro estériles fueron impregnados con los extractos de propdleos de
Canelones y Rocha a las concentraciones 40, 80, 120 mg.ml" y etanol 70°
(testigo), secados por un minuto y colocados sobre cada placa, como se
muestra en las figura No. 1. Las placas fueron incubadas a 27° C durante 48 hs.
La variable medida fue el diametro de inhibicién en milimetros, y para esto se
utilizé un Calibre Digital marca Mitutoyo Serie 500 (Japan), con una resolucién
de 0.01 mm.

La actividad antimicrobiana determinada mediante el antibiograma fue

medida como el diametro de inhibicién en milimetros, donde el valor 12,7 mm
corresponde al disco de papel utilizado con un valor de inhibicién nulo.
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Figura No. 1: Preparacién del antibiograma. Placa de Petri con discos de
antibiograma impregnados con los tratamientos (1 minuto de
secado).

3.4.4 Analisis estadistico

El disefo experimental fue en bloques completos al azar con 7
tratamientos y 4 repeticiones. El arreglo fue Factorial donde se evalu6é dos
factores (origenes: Canelones y Rocha), en 3 niveles (concentraciones: 120 —
80 — 40 mg.ml™). EI modelo es el siguiente:

Yijk =L+ T+ BK + Epx

El andlisis estadistico se efectué usando el paquete estadistico SAS versién
9.1.3 (SAS INSTITUTE, 2006). Se realizaron analisis de varianza, ajustando
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modelos lineales generales donde se tomaron en cuenta el efecto del origen,
dosis y su interaccion, asi como la presencia de un tratamiento testigo. Se
realizaron analisis separados por bacteria. Las comparaciones entre los
tratamientos se efectuaron usando el test de Tukey («=0,05).

3.5 ENSAYO 2

3.5.1 Determinacion de la Concentracidn Minima Inhibitoria (CMI) y su efecto
bactericida de los extractos de propodleos sobre 14 aislamientos de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

En base a los resultados del ensayo 1 en el cual el efecto inhibitorio fue
mayor para Cmm se determiné la CMI, y el efecto bactericida de dicha
concentracion para esta bacteria.

Esto se realizé sobre 14 aislamientos de Cmm que fueron obtenidos de
coleccidn, siete correspondientes a la Unidad de Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia (UDELAR), seis del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas,
Las Brujas (INIA-LB) y una de la Direccion General de Servicios Agricolas,
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (DGSSAA-MGAP).

En tubos estériles se adicionaron NAD estéril (mantenido a 40 °C en
bafio maria) y los extractos etandlicos de propoleos y/o etanol 70° (testigo) en
volumenes variables para obtener diferentes diluciones finales (Cuadro No. 3).
Las concentraciones utilizadas para la evaluacion de la CMI fueron 1; 0.5; 0.25;
0.125; 0,0625; 0,030; 0,0155; 0,008; 0,004 y 0,002. La concentracion inicial de
los extractos fue de 12% (Cuadro No. 3). El contenido de cada tubo (15 ml) se
homogenizo y se vertid en una placa de Petri estéril. Se hicieron 3 repeticiones
de cada concentracion para cada aislamiento.
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Cuadro No. 3: Preparacion de medio NAD con extracto de propdleo para la
determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI).

Volumen de

Tubo propodleo o etanol Volumen de Proporcion final
(ml) medio NAD (ml) del EEP (%)

1 1.25 13.75 1

2 0.625 14.375 0.5

3 0.312 14.688 0.25

4 0.156 14.844 0.125

5 0.78 14.922 0.0625

6 0.387 14.961 0.031

7 0.12 14.98 0.0155

8 0.01 14.99 0.008

9 0.0050 14.995 0.004

10 0.0025 14.998 0.002

Por otro lado se prepararon en saline (0,85 % p/v de cloruro de sodio) las
suspensiones de células bacterianas de los 14 aislamientos de Cmm a partir de
colonias en fase de crecimiento exponencial (27°C, 48 hs). La concentracién fue
ajustada con un espectrofotometro a 0,1 de absorvancia (650 nm), estimandose
una concentracion de 1 x 10® cel.ml” (Da Silva Romeiro, 2001). De cada
suspension se tomod una alicuota de 5 yl y se sembré en placas preparadas con
las diferentes diluciones de propdéleos o alcohol. Placas sin propdleo y alcohol
se sembraron como control de viabilidad. Luego, se incubaron invertidas a 27 °
C, durante 72 hs. La concentracién minima inhibitoria fue registrada como la
minima concentracion de extracto de propodleo que inhibe el crecimiento
bacteriano, mediante el método de diluciones seriadas en NAD. El desarrollo de
una sola colonia en la zona de inéculo no se considerd positivo.

Se determino el efecto bactericida de las CMI de cada propdleo sobre los
14 aislamientos de Cmm. En tubos ependorf se adicioné Nutriente Broth
Dextrosado (NBD) (Anexo No. 1), y los extractos de propoleos a la
concentracion minima inhibitoria de cada aislamiento. Los ependorf fueron
sembrados con 10 pl de suspensién bacteriana a una concentracion de 1 x 108
cel.ml”" estimada con espectrofotémetro a 0.1 Abs. (550 nm) (Da Silva Romeiro,
2001), e incubados en agitacion en un shaker marca ORBITAL Shaker
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Multipurpose, modelo S2030-1000-230v a 140 rpm, con una temperatura de 27°
C, durante 72 hs. Ependorf sin propdleo y alcohol se sembraron como control
de viabilidad. Cada tratamiento se realizd por triplicado. Transcurrido este
tiempo 5 pl fueron colectados y sembrados en placas de Petri con NAD estéril.
Las placas fueron incubadas a 27°C durante 72 hs. Se evalud la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano determinandose el efecto bactericida de las
concentraciones.

La determinacion de la CMI y su efecto bactericida se repitié una vez.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAYO 1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
LOS EXTRACTOS DE PROPOLEOS SOBRE LAS 10 BACTERIAS
FITOPATOGENAS

Solo cuatro de diez bacterias tuvieron alguna inhibicion en el crecimiento.
Dichas bacterias son Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Ralstonia solanacearum (Rs), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) y
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Xcc) como se muestra en el cuadro

No. 4.

Cuadro No. 4: Diametro de inhibicidn producido por los extractos de propdleos
de Canelones y Rocha sobre las 10 bacterias fitopatdgenas
(medido en milimetros, media de 4 repeticiones).

Bacteria e e, PROPOLEO ROCHA | Testigo
120 80 40 120 80 40 (etanol

mg.mlI" | mg.ml™ | mg.mI™ | mg.ml™ [ mg.mI™ | mg.ml™ | 70°)

Pca 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a
Xcv 151 a (13,3 b | 127 b |128 b | 12,7 b | 12,7 b | 127 b
cmm  |256 a| ‘2% | 238 | 225 1 226 o1 g 127 e
At 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a| 12,7 a
Rs 16.6 a | 14,7 b | 12,7 ¢ |15,0 ab|13,4 bc| 12,7 c | 12,7 c
Pst 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a
Pc 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a [ 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a
Xcc 16,3 a | 145 b | 129 ¢ [13,2 bc|13,4 bc| 12,7 c | 12,7 ¢
Xcci 13,1 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a| 12,7 a
Pss 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a | 12,7 a| 12,7 a

Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente por el test
de Tukey (0=0.05). Datos originales en Anexo No. 2.
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Las bacterias Pectobacterium carotovora subsp. atroseptica (Pca),
Agrobacterium tumefaciens (At), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), P.
corrugata (Pc), P. sevastanoi pv. sevastanoi (Pss) y Xanthomonas citri pv. citri
(Xcci), no fueron inhibidas por ninguno de los extractos de propdleos a las
concentraciones evaluadas (Cuadro No. 4).

Los extractos etandlicos de propoleos (EEP) de los dos origenes
inhibieron con diferencias estadisticas significativas respecto al testigo, el
crecimiento de Cmm en todas la concentraciones evaluadas (Cuadro No. 4 y
Figura No. 2).

Figura No. 2: Inhibicion producida por los extractos etandlicos de propdleos y el
testigo (Disco No. 5) sobre Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis.

28



Ralstonia solanacearum resulté inhibida en las concentraciones 80 y 120 mg.ml
' del EEP de Canelones y 120 mg.ml” del EEP de Rocha (Cuadro No. 4). Las
restantes concentraciones no se diferenciaron del testigo.

Xanthomonas campestris pv. cucurbitae mostré inhibicion en las
concentraciones de 120 y 80 mg.ml” del EEP de Canelones no siendo afectada
por la menor concentracion de el EEP Canelones (40 mg.ml™") ni por ninguna de
las concentraciones del EEP de Rocha (Cuadro No. 4).

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria fue inhibida en la concentracién
de 120 mg.ml" del EEP de Canelones (Cuadro No. 4). Las restantes
concentraciones no se diferenciaron del testigo.

El EEP de Canelones inhibié con diferencias significativas a cuatro de las
bacterias probadas: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas campestris pv. cucurbitae y
Ralstonia solanacearum. En cambio el EEP de Rocha inhibié a solamente dos
de ellas Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y Ralstonia
solanacearum (Cuadro No. 4).

Existio diferencia significativa en la inhibicion de los extractos de
propoleos de distintos origenes. Al comparar por ejemplo la concentracion de
120 mg.ml™" en Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y X. c. pv. cucurbitae,
asi como se observd que los diametros de inhibicion en las tres
concentraciones de EEP sobre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
son diferentes (Cuadro No. 4).

Por otro lado, considerando el diametro de inhibicion promedio de todas
las bacterias afectadas se observa que el EEP de Canelones produjo mayor
didmetro de inhibicién que el de Rocha con diferencias significativas siendo las
medias 16.9 y 15.4 mm respectivamente como se observa en la figura No. 3.

29



17,5

—
~J

16,5

15,5

—
(W]

-

Diametro de Inhibicion {(mm)
o

14,5

’

Canelones Rocha

Figura No. 3: Diametro de inhibicion medio producido por los EEP de los dos
origenes sobre las bacterias afectadas (promedio de las tres
concentraciones).

Considerando el efecto de las diferentes concentraciones de los EEP,
existe una correlacion positiva entre el diametro de inhibicion y la concentracion,
con un coeficiente de correlacion (R?) de 94 %. Es decir a mayor concentracion
de EEP, mayor el diametro de inhibicion logrado (Figura No. 4).
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Figura No. 4: Correlacion entre la concentracion del extracto etandlico de
propoleo y el diametro de inhibicion.

El testigo etanol 70° solvente utilizado para la preparacion de los
extractos, no mostré ningun efecto inhibitorio frente a las bacterias evaluadas.
Como se observa en la Cuadro No 3 y en la figura No 2 el testigo tiene un valor
de diametro de inhibicion de 12,7 mm correspondiente al diametro del disco de
papel usado para el antibiograma (con inhibicion nula).
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4.2 DETERMINACION DE LA CMI Y SU EFECTO BACTERICIDA DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DE PROPOLEOS SOBRE Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

Los 14 aislamientos de Cmm probados crecieron en las placas de control
de viabilidad, por lo cual todas fueron consideradas en la determinacion de la
CMLI.

Todos los aislamientos de Cmm se desarrollaron en las placas con
etanol, a las concentraciones evaluadas. El etanol utilizado como solvente del
propoleo, no inhibid el desarrollo bacteriano en las concentraciones evaluadas.

En el Cuadro No. 5 se presenta el efecto de las diferentes
concentraciones de extracto de propdleo sobre el crecimiento de los
aislamientos de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis evaluados.

Todos los aislamientos fueron sensibles a los dos extractos etandlicos
de propdleos. Los valores de CMI oscilaron entre 0,02 - 0,3 mg.ml”" para el EEP
de Rocha y 0,04 — 0,3 mg.ml”" para EEP de Canelones (Cuadro No. 5). Los
valores de CMI del extracto de propdleo de Rocha presentaron practicamente
igual rango que el propdleo de Canelones.

Los aislamientos de Cmm se comportaron diferentes frente a los
extractos. El 50% de los aislamientos fue sensible al extracto de propdleo de
Canelones a la concentracion 0,3 mg.ml™'. Mientras que para el EEP de Rocha,
el 42,8% de los aislamientos fue sensible a la concentracion de 0,04 mg.mi™
(Cuadro No. 5).
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Cuadro No. 5: Concentracion minima inhibitoria y su efecto bactericida de los
extractos de propdleos frente a aislamientos de Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis

Aislamientos EEP Canelones (mg.ml-1) | EEP Rocha (mg.ml-1)
cMmI ! EB ? cMmI ! EB ?
DGSA 0,155 + 0,04 +
FAGRO 1 0,3 + 0,04 +
FAGRO 2 0,3 + 0,08 -
FAGRO 3 0,3 + 0,3 -
FAGRO 4 0,155 + 0,04 -
FAGRO 5 0,155 + 0,04 -
FAGRO 6 0,04 - 0,02 -
FAGRO 7 0,3 + 0,08 +
INIA-LB 1 0,3 + 0,3 +
INIA-LB 2 0,155 + 0,04 -
INIA-LB 3 0,3 - 0,08 -
INIA-LB 4 0,3 - 0,3 -
INIA-LB 5 0,155 + 0,04 -
INIA-LB 6 0,155 + 0,02 -

' - CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

2 _ EB: Efecto Bactericida de la CMI.
+ = Con efecto bactericida
- = Sin efecto bactericida
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La CMI del extracto etandlico de propdéleo de origen Canelones tuvieron
efecto bactericida en un 78,5% de los casos. En cambio para el propodleo de
origen Rocha la CMI resulté bactericida en un 28,5% de los aislamientos
(Cuadro No. 5).
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5 DISCUSION

5.1 ANTIBIOGRAMA

Los EEP inhibieron el crecimiento bacteriano de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
Ralstonia solanacearum y Xanthomonas campestris pv. cucurbitae. Existieron
diferencias significativas en la capacidad antibacteriana de los propdleos de
diferente origen (Canelones y Rocha).

La diferente actividad antibacteriana del propdleo proveniente de las dos
zonas es explicada por la variacion en la composicion quimica de los propodleos
dado por la diversidad de la flora de cada zona, como fue observado también
por Kujumgiev et al. (1998), Tolosa y Cafizares (2002) en propdleos de
diferentes origenes geograficos.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue inhibida por los
extractos de propdleo, dato que concuerda con las investigaciones realizadas
por Bianchini y Bedendo (1998), Basim et al. (2006). A su vez Cmm presento
un mayor halo de inhibicion en comparacion a los otros géneros, esto puede
deberse a la mayor sensibilidad que presentan las bacterias Gram positivas al
extracto de propdleo como fue informado por Grange y Davey (1990), Castagna
de Vargas et al. (2004). Sin embargo, es de destacar que este trabajo demostro
que las bacterias Gram negativas Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria y Xanthomonas campestris pv. cucurbitae también
pueden ser inhibidas por los EEP.

Los resultado obtenidos sobre Ralstonia solanacearum coinciden con
Basim et al. (2006) quienes encontraron que el extracto de propdleo inhibe el
crecimiento de esta bacteria.

La bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria presentd un
comportamiento similar al reportado por los autores Basim et al. (2006), donde
fue sensible al extracto de propdleo.

La bacteria Xanthomonas campestris pv. cucurbitae fue inhibida por el
extracto etandlico de propdleo de Canelones, lo que coincide con estudios
previos realizados por Gonzalez et al. (2007).

Estas dos ultimas bacterias uUnicamente fueron sensibles al EEP de

Canelones, lo que podria ser explicado por la composicién quimica de cada
propdleo como ya fue mencionado anteriormente.
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Las bacterias Pectobacterium carotovora subsp. atroseptica,
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas syringae pv. tomato, P. corrugata, P.
savastanoi pv. savastanoi no resultaron sensibles al los EEP en el presente
trabajo, a diferencia de lo reportado por Basim et al. (2006) que si habian
encontrado efecto inhibitorio. Bianchini y Bedendo (1998) también encontraron
que Agrobacterium tumefaciens fue sensible al extracto de propdleo. Para el
caso de Xanthomonas citri pv. citri no se encontraron reportes.

Los antecedentes cientificos encontrados de Bianchini y Bedendo (1998),
Basim et al. (2006) sobre el efecto de extractos de propdleos sobre bacterias
fitopatdgenas se realizaron con metodologias diferentes a las realizadas en el
presente trabajo. Fueron utilizados distintos solventes en la preparacién de los
extractos (metanol, agua). De hecho, estudios realizados por Gonzalez et al.
(2007) indican que extractos de propoleos etandlicos y metandlicos diferian en
su actividad antibacteriana. En dicho trabajo la bacteria Xanthomonas
campestris pv. cucurbitae mostréo ser inhibida en mayor medida por los
extractos etandlicos. Ademas en dichas investigaciones los propdleos
provenian de distintos origenes pudiendo tener propiedades antibacterianas
diferentes como fue explicado anteriormente. Por estas razones podria
plantearse la duda de que sean realmente comparables. No sucede lo mismo
en el caso de Gonzalez et al. (2007) quien utilizé6 la misma metodologia y
propoleo de la misma zona.

5.2 CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA Y SU EFECTO BACTERICIDA

A partir de los estudios realizados se ha demostrado que los aislamientos
de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fueron sensibles a
concentraciones muy bajas de los extractos etandlicos de propdleos,
confirmando que el EEP tiene una gran accion antibacteriana sobre esta
bacteria.

Probablemente la diferencia de la CMI entre los dos extractos etandlicos
de propdleos para un aislamiento bacteriano se deba a diferencias en el
contenido de sustancias del tipo flavonoides y fenoles presentes en los
propoleos, asociadas a la actividad antimicrobiana (Grange y Davey, 1990).
Estos compuestos pueden variar en proporcion en funcion del origen geografico
de los propoleos (Kujumgiev et al. 1998, Tolosa y Cafiizares 2002).

Los valores de CMI del propdleo de Canelones y de Rocha presentaron
efecto bactericida en el 78,5 y 28,5% de los aislamientos respectivamente
(Cuadro 4). Las diferencias en la actividad bactericida de la CMI puede estar
relacionada a que la mayoria de los valores de CMI del propdleo de Rocha
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fueron mas bajos que los de Canelones, y estas concentraciones tan bajas no
fueron suficientes para ocasionar la muerte de las células bacterianas.

Ademas de las diferencias anteriormente dichas, se observaron que las
concentraciones minimas inhibitorias de los propoleos variaban segun los
aislamientos, esto hace referencia a que existen diferentes grados de
sensibilidad entre los aislamientos a los EEP.

Al comparar los EEP de las dos procedencias, se observo que el EEP de
Canelones tuvo mayor diametro de inhibicién en el antibiograma y una mayor
CMI con un mayor efecto bactericida. Esto puede ser explicado porque existen
sustancias activas en el EEP capaces de difundir en el agar en mayor medida
que EEP de Rocha. Existiendo diferencias entre las metodologias utilizadas
para la evaluaciéon de los EEP.
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6 CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de propdleos son herramientas potenciales de
ser usadas en el manejo integrado de enfermedades bacterianas ocasionadas
por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas campestris
pv. cucurbitae, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y Ralstonia
solanacearum.

Los extractos etandlicos de propdleos uruguayos son diferentes segun su
origen teniendo un comportamiento diferencial contra las bacterias, por lo que
debera testarse su efectividad previamente a su utilizacion.

De acuerdo a los resultados de los ensayos realizados no resulta factible
utilizar extractos de propdleos en el manejo de enfermedades bacterianas
ocasionadas por Pectobacterium carotovora subsp. atroseptica, Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringae pv. tomato, P. corrugata, P. sevastanoi pv.
sevastanoi y Xanthomonas citri pv. citri.

Las poblaciones de bacterias presentan diferente sensibilidad a los
extractos de propdleos, elemento que debera tenerse en cuenta al momento de
establecer concentraciones de uso.

En futuras investigaciones para Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis se deberan utilizar como punto de partida concentraciones en
NAD de 0,02 a 0,3 mg.ml'1 de extracto etandlico de propdleo.
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7 RESUMEN

Las bacterias constituyen el tercer grupo en importancia como patégenos
de plantas, existen 100 especies agrupadas en ocho géneros que producen
dafios en campo y poscosecha causando grandes pérdidas econdémicas al
agricultor. La tendencia actual en la agricultura es la busqueda de medidas de
manejo respetuosas del medio ambiente, que prioricen el aprovechamiento de
los recursos naturales. El propdéleo es un compuesto resinoso complejo
recolectado por las abejas (Apis melifera) de ciertas especies vegetales, con
probada accion antibacteriana. El objetivo del trabajo fue evaluar in vitro el
efecto de dos extractos etandlicos de propoleo (EEP) de distinto origen, a tres
concentraciones, sobre la inhibicibn de crecimiento de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xv), Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Xcc), Ralstonia
solanacearum (Rs), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Pseudomonas
corrugata (Ps), Pectobacterium carotovora subsp. atroseptica (Pca),
Agrobacterium tumefaciens (At), Pseudomonas sevastanoi subsp. sevastanoi
(Pss), Xanthomonas citri pv. citri (Xcci). Se realizaron dos ensayos, en el
primero se utilizd la técnica de antibiograma de Bauer. Las bacterias fueron
incorporadas al medio Nutriente Agar Dextrosa resultando una concentracion de
2.5 x 10" cel.ml™". Los extractos etandlicos de propdleos se evaluaron a tres
concentraciones, 40, 80 y 120 mg.ml™” y como testigo se empled etanol 70°. En
todos los casos se midio el diametro de inhibicién. El disefio experimental fue
en bloques al azar con cuatro repeticiones. Se realizé el analisis de varianza
(ANOVA) y las medias fueron comparadas por Tukey (a= 0,05). En el segundo
ensayo se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI) y su actividad
bactericida en los extractos de propdleo unicamente para Cmm. Los dos
extractos de propdleos inhibieron el crecimiento de Cmm en todas las
concentraciones evaluadas. Se encontraron diferencias entre la actividad
inhibitoria de ambos extractos. Las bacterias fitopatégenas Cmm, Xcv, Xcc y Rs
presentaron un halo de inhibicion significativamente mayor con respecto al
testigo en alguna de las concentraciones evaluadas. Cmm presenté los
mayores diametros de inhibicién frente a ambos propdleos, diferenciandose del
resto. Los valores de CMI oscilaron entre 0,02 — 0,3 mg.ml”" para el EEP de
Rocha y 0,04 — 0,3 mg.ml”" para EEP de Canelones. Cmm puede ser inhibida
con concentraciones de 0,02 a 0,3 mg.ml™' de extracto etandlico de propdleo en
NAD, existiendo diferencias marcadas entre los efectos bactericidas de la CMI
de ambos propdleos. El extracto de propdleo podria tener un potencial uso en
el manejo de enfermedades bacterianas en los cultivos.

Palabras clave: Propdleo; MIP; Bacterias fitopatdgenas.
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8 SUMMARY

Bacteria are the third group in importance as a pathogen of plants, 100 species
are grouped in eight genera that occur in the field and postharvest damage
causing great economic losses to farmers. The current trend in agriculture is the
use of environmentally sound management measures that confer priority to the
use of natural resources. Propolis is a complex resinous compound collected by
bees (Apis mellifera) from certain plant species, with proven antibacterial action.
The objective was to evaluate in vitro the effect of two etanolic extracts of
propolis (EEP) from different sources, at three concentrations on the inhibition of
growth of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm),
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xv), Xanthomonas campestris pv.
cucurbitae (Xcc), Ralstonia solanacearum (Rs), Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst), Pseudomonas corrugata (Ps), Pectobacterium carotovora subsp.
atroseptica (Pca), Agrobacterium tumefaciens (At), Pseudomonas savastanoi
subsp. savastanoi (Pss), Xanthomonas citri pv. citri (Xcci). Two trials were
conducted, in the first the Bauer susceptibility test was used. The bacteria were
incorporated into Dextrose Agar Nutrient medium at concentration of 2.5 x 107
cel.ml™. The ethanol extracts of propolis were tested at three concentrations, 40,
80 and 120 mg.ml™" and ethanol 70° was used as control. The diameter of the
inhibition zone was measured. The experimental design was a randomized
block with four replications. Result were subjected to an analysis of variance
(ANOVA) and means were compared by Tukey (a = 0.05). In the second trial,
the minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal activity of extracts
of propolis were determined only for Cmm. The two extracts of propolis inhibited
the growth of Cmm at all tested concentrations. Differences were found between
the inhibitory activities of the two extracts. The inhibition zone was significantly
higher for Cmm, Xcv,Xcc and Rs compared with the control in at least one of the
concentrations tested. Cmm had the largest diameters of inhibition with both
propolis. MIC values ranged from 0.02 to 0.3 mg.ml”" to EEP Rocha and 0.04 to
0.3 mg.ml™! to EEP Canelones. Cmm was inhibited by concentrations of 0.02 to
0.3 mg.ml”" of ethanol extract of propolis in NAD, there were marked differences
between the bactericidal effects of the MIC of both propolis. Propolis extracts
have potential for the management of bacterial diseases in crops.

Key words: Propolis; IPM; Phytopatogenic bacteria.
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10 ANEXOS

Anexo No. 1: Medios de Cultivo.
Medio de cultivo: Nutriente Agar Dextrosado (NAD)

Ingredientes:
Nutriente Agar..........cc.eee.... 23 gr (Oxoid)
Dextrosa.......cccceeeeveiiieeeeeeennn, 5 gr (Difco Laboratories)
Agua destilada estéril.....1000 ml

Medio de cultivo: Nutriente Broth Dextrosado (NBD)

Ingredientes:
Nutriente Broth..................... 8 gr (Oxoid)
DextroSa......cccccvvvveeiieeeenennnnn. 5 gr (Difco Laboratories)
Agua destilada estéril.....1000 ml

Anexo No. 2: Antibiograma: Planilla de datos originales.
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Referencias de planilla:

Bacterias:

1 - Pectobacterium carotovora subsp. atroseptica (Pca)

4 - Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xv)

5 - Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
6 - Agrobacterium tumefaciens (At)

7 - Ralstonia solanacearum (Rs)

8 - Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)

9 - Pseudomonas corrugata (Pc)

10 - Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Xcc)
11 - Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss)
12 - Xanthomonas citri pv. citri (Xcci)

Tratamientos:

1 — EEP de Rocha 120 mg.ml™

2 — EEP de Canelones 120 mg.ml™
3 — EEP de Rocha 40 mg.ml™

4 — EEP de Canelones 80 mg.ml*



5 — Testigo etanol 70°
6 - EEP de Canelones 40 mg.ml™
7 - EEP de Rocha 80 mg.ml*



