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Resumen

El propdleo es uno de los subproductos de la miel conocido por sus atributos antimicrobianos,
antibacterianos, antifingicos, antiinflamatorios, antioxidantes y otros que lo permiten ser
considerado como una alternativa para el control de fitopatdgenos. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de las propiedades bioldgicas de extractos etandlicos de propdleo de Zamorano (EEP)
in vitro contra los hongos Fusarium spp., Colletotrichum spp., y las bacterias Pseudomonas spp.,
Xanthomonas spp., comparandolos con productos comerciales como Bacillus subtilis cepa QST713 SC
y el antibidtico tetraciclina. Se realizaron concentraciones volumétricas de gramos de
propodleo sobre mililitros de etanol a partir de 33%, 50%, 75% y 100%. Se evalué el diametro
de crecimiento micelial y halos de inhibicion en diferentes medidas de tiempo con un disefno
completamente al azar, en donde se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
en los fitopatdégenos evaluados. Basado en los resultados del estudio, Colletotrichum spp.
mostré ser el fitopatégeno evaluado mds susceptible al efecto de propdleo y todos los
tratamientos ante Fusarium spp. destacaron en el control del crecimiento micelial del hongo.
Para Pseudomonas spp., el tratamiento con 7 dias de reposo al 100% y en Xanthomonas spp.
los tratamientos al 33.3% y 50% destacaron en la inhibicion bacteriana. Los extractos
etandlicos de propdleo presentaron actividad antifungica y antibacteriana sobre los
patdégenos evaluados y demuestran su capacidad de utilizarse como alternativa a productos
quimicos.

Palabras clave: actividad bioldgica, crecimiento micelial, EEP, inhibicién, propdleo.



Abstract

Propolis is one of the honey by-products known for its antimicrobial, antibacterial, antifungal,
anti-inflammatory, antioxidant, and other attributes that allow it to be considered as an
alternative for the control of phytopathogens. The objective of this study was to evaluate the
effect of the biological properties of ethanolic extracts of Zamorano propolis (EEP) in vitro
against the fungi Fusarium spp, Colletotrichum spp., the bacteria Pseudomonas spp., and
Xanthomonas spp. by comparing them with commercial products such as Bacillus subtilis
strain QST713 SC and the antibiotic tetracycline. The volumetric concentrations of grams of
propolis on milliliters of ethanol were made from 33%, 50%, 75% and 100%. The mycelial
growth diameter and inhibition halos were evaluated at different time measures, with a
completely randomized design, where significant differences were found between treatments
in the phytopathogens evaluated. Based on the results of the study, Colletotrichum spp.
proved to be the phytopathogen most susceptible to the effect of propolis and all treatments
against Fusarium spp. stood out in the control of mycelial growth of the fungus. For
Pseudomonas spp. the treatment with 7 days of rest at 100% and for Xanthomonas spp. the
treatments at 33.3% and 50% were outstanding in bacterial inhibition.

Keywords: biological activity, EEP, inhibition, mycelial growth, propolis.



Introduccion

La importancia de las enfermedades en las plantas se debe al dafio que generan en el material
vegetal, viéndose reflejado en un bajo rendimiento productivo y econdmico, destacdndose las
enfermedades producidas por hongos, bacterias, virus y nematodos, afectando el rendimiento y
potencial del cultivo. En la actualidad, se han descrito aproximadamente 8,000 especies de hongos
patédgenos en plantas y son de particular importancia aquellos relacionados con la calidad de los
cultivos y sus productos, lo cual depende entre otros factores, de la proteccidon que tengan éstos
contra el ataque de dichos patégenos. En el caso de las pérdidas por bacterias en cultivos pueden ser
severas en zonas tropicales o subtropicales y existen aproximadamente 60 especies de bacterias
reconocidas que incluyen alrededor de 300 subespecies o patovares (Orozco 2000).

El uso de plaguicidas ha tenido impactos negativos tanto en la salud humana como en el medio
ambiente, contaminando suelos, agua, aire y todo el cuerpo de organismos presentes. Para enfrentar
esa problematica se ha implementado la agricultura sostenible, que se orienta a la bisqueda de
sistemas agricolas equilibrados, los cuales buscan no agotar los recursos naturales, preservando agua,
nutrientes y fomentando la biodiversidad. Segun (Duncan et al. 2020), la escala y complejidad de
garantizar la alimentacidn a una poblacién mundial en crecimiento, es un desafio que requiere un
enfoque sistémico, holistico y disruptivo, con un pensamiento sistémico que hasta ahora ha hecho
falta, por lo que es necesario repensar y redisefiar los procedimientos de gestidon de los sistemas
alimentarios.

Entre estas alternativas se encuentra el uso del propdleo, lo que se define como el producto
elaborado por diferentes especies de abejas a partir de resinas, gomas y exudados de diversas
especies vegetales (Ghisalberti 1979; Bankova et al. 2000). El uso de propdleo se remonta al menos
300 afos A.C. como remedio en la medicina natural y ha captado la atencidn a investigadores por su
cantidad de atributos. Segin Gémez-Caracava et al. (2006), una vez recolectado, el material es

enriquecido con secreciones salivares y enzimaticas y es utilizado para construir y reparar la colmena.
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Ademas de ser material de construccién, es el “arma quimica” de las abejas contra
microorganismos patdgenos; la presencia de esta sustancia al interior de la colmena proporciona un
ambiente inadecuado para el crecimiento de bacterias y otros microorganismos (Kartal et al. 2003).

El propdleo tiene funciones tan diversas como preparar las celdas reales en condiciones
asépticas, barnizar las paredes de las cavidades o embalsamar enemigos introducidos a la colmena.
Este puede ser recolectado por raspado con espdtula o con trampas colocadas debajo del entretecho
(Vit 2004).

La composicién quimica del propdleo depende en gran medida de su origen botanico, la
variedad de la abeja, la época y técnicas de recoleccidn. La especificidad de la flora local en diferentes
zonas geograficas es la que determina la calidad, composicién y actividad biolégica del propdleo. Por
ejemplo, en las zonas templadas, una de las fuentes mas comunes de propdleo para las abejas es el
alamo, principalmente Populus nigra. Por lo tanto, el propdleo europeo contiene compuestos
fendlicos tipicos de las yemas del alamo. Propdleo de zonas sub tropicales o tropicales tal como Brasil,
presentan compuestos fendlicos derivados principalmente de Baccharis dracunculifolia, variando asi
en diferentes regiones (Bankova 2009).

El propdleo es un conjunto de sustancias gomosas y resinosas que varia de acuerdo con su
origen, el cual se compone de resinas y balsamos (50-55%), cera de abeja (30 a 40%), aceites esenciales
o volatiles (5 a 10%), polen (5%) y otros materiales organicos (5%). En este producto natural se han
identificado mas de 240 sustancias, de las cuales 50% son compuestos fenélicos (flavonoides, acidos
aromaticos y sus ésteres, aldehidos aromaticos, cumarinas y triglicéridos fendlicos) con accién
farmacoldgica (Huang et al. 2014).

La mayor proporcidn de constituyentes de los propdleo son del tipo fendlico; entre los que se
encuentran los flavonoides como principales representantes (Bankova et al. 1982). No obstante, la
maxima capacidad fungicida se asocia siempre con el grupo de isoflavonoides; se ha considerado la

posibilidad de utilizar estos compuestos como sustitutos de fungicidas convencionales. Por ello, se
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han analizado las relaciones estructura/actividad, asi como los mecanismos de accién de los
isoflavononas (Weidenborner et al. 1990). (Pineda et al. 2010) evaluaron el efecto antifiingico del
propodleo en diferentes concentraciones sobre aislados de Colletotrichum gloeosporioides y
demostraron el efecto inhibitorio del propdleo sobre el crecimiento micelial, correlacionado a la
presencia de compuestos flavonoides en el extracto.

En el caso de las propiedades antimicrobianas de los extractos etandlicos de propdleo
obtenidos de abejas Apis mellifera, se atribuyen a los flavonoides galangina y pinocembrina y
derivados de los acidos benzoico, ferulico y cafeico. El 4cido cinamico y algunos flavonoides desactivan
la energia de la membrana citoplasmatica, inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndolas mas
vulnerables al ataque del sistema inmunolégico y potenciando los antibidticos (Farre et al. 2004). La
actividad enzimatica de las bacterias para reducir sus efectos sobre los sistemas bioldgicos es
susceptible a propdleo, tanto bacterias Gram-positivas (+) como Gram-negativas (-) (Zeighampour et
al. 2014). (Choi et al. 2006), estudiaron la actividad antimicrobiana de extractos de propdleo de
algunas regiones de Corea y encontraron actividad inhibitoria sobre S. aureus, B. subtilis, S.
Typhimurium y C. albicans.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de inhibicién de los extractos etandlicos de
propdleo de Zamorano sobre organismos fitopatdgenos: evaluar su efecto antifingico en Fusarium

spp., Colletotrichum spp. y antibacteriano, sobre Pseudomonas spp. y Xanthomonas spp.
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Materiales y Métodos

El estudio se llevo a cabo en los meses de febrero a mayo del 2023 en el Laboratorio de
Fitopatologia, Diagndstico e Investigacion Molecular de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
ubicada en el Km 30 carretera de Tegucigalpa a Danli, Honduras; con una precipitaciéon de 1,100 mm,
temperatura promedio de 27 °C y una altura de 800 msnm.
Obtencion de Propdleo

El propdleo fue proporcionado por la Planta Apicola de Zamorano, siendo recolectado entre
las fechas de octubre a diciembre del 2022 en el apiario ubicado en Monte Redondo. Las abejas
pertenecientes a la zona obtienen propdleo a partir de todas las especies botanicas presentes en la
zona, con una capacidad de vuelo de 5km. Planta Apicola suministré 500 gramos de propdleo para
realizar el experimento. Este se llevé al laboratorio de Fitopatologia dénde se mantuvo en
refrigeracion hasta que se llevara a cabo la limpieza y remocién de impurezas y todo aquel

contaminante fisico, como residuos de madera, restos de abejas y hojas que este mismo pueda incluir.

Evaluacion de Contaminantes

Antes de realizar las concentraciones de los extractos etandlicos de propdleo para los
tratamientos, se tomd una muestra de 5 gramos que se pulverizé para facilitar su dilucién en 45 mL
de etanol. La muestra se agité manualmente para homogeneizarla y durante el proceso, se prepard
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) para hongos y el medio de cultivo Agar Nutriente (AN)
especifico para bacterias. En estos medios se inoculd la muestra del propdleo y fueron llevadas a
incubacién por tres dias para hongos y por 48 horas para bacterias en sus debidas condiciones para
que se pudiera desarrollar algun patdgeno presente. Al momento de observacion luego de su tiempo
de inoculacién, nos permitié conocer la condicién sanitaria del propdleo, comprobando que no habian

patégenos presentes que interrumpieran el desarrollo del experimento.
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Organismo Fitopatogenos Empleados

Los fitopatdgenos utilizados en el experimento provienen del Laboratorio de Fitopatologia de
la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Los hongos utilizados fueron Fusarium spp. y
Colletotrichum spp. El hongo Fusarium que fue utilizado en nuestra investigacion fue aislado del
cultivo de sandia y el hongo Colletotrichum fue aislado del cultivo de café en Zamorano. Estos fueron
puestos en medio de cultivo PDA para obtener trozos de 5mm e inocularlos en los tratamientos.
Asimismo, las bacterias utilizadas fueron Xanthomonas spp., aisladas del cultivo de cebolla y
Pseudomonas spp., aisladas del cultivo de tomate. Estas pertenecientes al cepario, fueron puestos en
medio de cultivo Agar Nutriente y se inocularon en medio Luria Broth Unicamente 48 horas antes de

ser expuestas a los EEP.

Preparacion de Extractos Etandlicos de Propodleo (EEP)

Para llevar a cabo la elaboracidon de los extractos etanélicos de propdleo, 500 gramos de
propdleo fueron llevados al congelador para facilitar su manipulacién al momento de pulverizarlo en
una licuadora, ya que, el propdleo a temperatura ambiente tiene una consistencia cerosa y pegajosa.
El pulverizado del propdleo fue con el objetivo de diluirlo con el etanol al 70% y llevarlo al agitador
orbital a 180rpm, obteniendo un extracto mas homogéneo, facilitando la manipulacién y distribucion
del propdleo en los tratamientos a evaluar. Los extractos de etandlicos de propdleo (EEP) fueron
divididos en cuatro concentraciones (%P/V), partiendo de las dosis establecidas a evaluar (Cuadro 1).
(Zenteno 2017), evalud la accién fungicida del propdleo en el control in vitro de Alternaria, Botrytis y
Fusarium utilizando dosis de propdleo en concentraciones de 0% (testigo), 0.5%, 1.0% y 3%. A manera
de evaluar otras dosis, para nuestra investigacién, se utilizaron concentraciones al 33%, 50%, 75% y

100% de propdleo, expuestas en el Cuadro 1.
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Cuadro 1

Concentraciones establecidas para elaboracion de extractos etandlicos de propdleo.

Extractos de

Propdleo Concentracion (% P/V) Soluto (g) Solvente (mL)
T1 33 25 75
T2 50 33 66.6
T3 75 43 57
T4 100 50 50

Nota. Volumen Final 100mL. Soluto: propdleo. Solvente: Etanol al 70%
Al obtener las concentraciones, se dividieron en dos periodos de reposo de 7 y 15 dias. Para

realizar este proceso, cada una de las concentraciones se almacené en beakers de 150 mL, estos
fueron cubiertos con papel aluminio para evitar la exposicion a luz, ya que un ambiente de oscuridad
permite que el etanol absorba de mejor manera los compuestos fendlicos. Luego de su tiempo de
reposo, se filtraron para eliminar la borra, obteniendo asi, 8 extractos etandlicos de propdleo.
Preparacion de Medio para Establecimiento de los Hongos Fitopatégenos

Se empled Agar Papa Dextrosa (PDA), por su alta disponibilidad de almidones y dextrosa que
son la base para el crecimiento de los hongos y levaduras, el bajo pH (3.5) presente evita el crecimiento
de las bacterias. En la elaboraciéon del medio de cultivo se siguieron en orden cronoldgico las
actividades establecidas en el protocolo del laboratorio (Anexo A). El medio fue esterilizado a una
temperatura de 121 °C durante 30 minutos con una presiéon de 1.05 Kg/ cm? en el autoclave del
laboratorio. Al momento de agregar el EEP al medio de cultivo, se usaron beakers con una medida de
200mL, en donde se agregd 185mL PDA y 15mL del extracto de propdleo a evaluar, esta solucién era
llevada a un agitador magnético para lograr una uniformidad, para asi poder distribuirlos en los platos
Petri.
Control para Hongos

En el presente estudio, se utilizé Bacillus subtilis cepa QST713 SC como testigo para los
tratamientos con hongos. Este es un fungicida bioldgico que actta a través de una combinacién de
esporas viables y lipopéptidos activos que perforan la membrana celular de los hongos fitopatégenos

presentes en el suelo, colonizando las raices de las plantas y formando una cubierta protectora,
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induciendo una resistencia sistémica adquirida que le ayuda al cultivo a defenderse mejor de
enfermedades y condiciones ambientales adversas. Partiendo de la dosis comercial que estipula que
la dosis para este fungicida es de 1.5mL para 150mL, se utilizaron 2mL de Bacillus subtilis cepa QST713
SC por cada 200mL de PDA. Se inocularon trozos de 5mm de cada hongo y fueron puestos en la cdmara
de incubacién para hongos a una temperatura de 28° C, de esta manera fueron observados y
evaluados cada 3 dias, por 18 dias en total, comparandolo con el crecimiento micelial de los 4

tratamientos EEP.

Preparacion de Medio para Establecimiento de Bacterias Fitopatdgenas

Con el propésito de evaluar el efecto antibacteriano del propdleo, se preparé el medio de
establecimiento para las bacterias con base al protocolo de agar nutriente del Laboratorio de
Fitopatologia (Anexo B). Este medio de cultivo no conllevd ninguna adicidn de extractos etandlicos en
su composicion ya que el método de evaluacidn para bacterias es diferente al de hongos. Se
prepararon 50mL de Luria Broth (Anexo C) y fueron puestos en agitacion continua por 48 horas antes
de ser inoculadas para ser activadas en medio liquido. En la camara de flujo laminar, se agregaron
100uL de cada bacteria y por medio del método de extension con hisopos esterilizados, se esparcieron
las bacterias por todo el plato Petri y para evaluar la efectividad de los EEP, se utilizaron discos
remojados en cada EEP para evaluar la sensibilidad in vitro de las bacterias fitopatdgenas midiendo su
halo de inhibicién, utilizando la técnica de antibiograma disco-placa. Estos fueron colocados en una
camara de incubacién de bacterias donde permanecieron a una temperatura de 37°C durante 24 horas

para su evaluacion.

Control para Bacterias
Para nuestro estudio, se utilizd Tetraciclina como testigo para los tratamientos con
Pseudomonas spp., y Xanthomonas spp. Las tetraciclinas, naturales o semisintéticas, actuan

inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas. Son bacteriostaticas, con amplio espectro de
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actividad contra una gran gama de bacterias Gram positivas y Gram negativas, aerobios y anaerobios
(Vicente y Pérez-Trallero 2003). Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas impidiendo la unién
del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma bacteriano, uniéndose directamente a la proteina S7 de la
subunidad de 30S (Goldman et al. 1983). La dosis utilizada de Tetraciclina fue de 0.1g en 10mL de agua
destilada estéril y fue formulada en el Laboratorio de Fitopatologia. En la cdmara de flujo laminar, se
agregaron 100 umL de cada bacteria y por medio del método de extensidn con hisopos esterilizados,
se esparcieron las bacterias por todo el plato Petri. Se utilizaron discos remojados en Tetraciclina y
por medio de la técnica de antibiograma disco-placa, se midié el halo de inhibiciédn para compararlo

con el efecto de los EEP en cada tratamiento.

Disefio Experimental

Para el andlisis e interpretacion de datos de dicha investigacién, se empled un diseno
completamente al azar (DCA) con medidas repetidas de tiempo, siendo evaluados 9 tratamientos. Se
realizaron 3 repeticiones por tratamiento en cada patégeno evaluado.

Las variables por evaluar fueron crecimiento de micelio en milimetros (mm) en el caso de los
hongos y el halo de inhibicién en milimetros (mm) para las bacterias. Los datos fueron analizados con
el programa estadistico SAS® versidon 9.4. Para el anadlisis de variables, se elaboré un analisis de
varianza (ANDEVA) y para los resultados obtenidos se realizd una separacién de medias utilizando una
prueba de comparacidon multiples Duncan. El andlisis de varianza y separacién de medias se realizd

con un nivel de significancia de P<0.05.
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Resultados y Discusion
Efecto de propdleo en crecimiento de hongo
Evaluacion del Crecimiento de Fusarium spp. en Medio de Cultivo PDA + EEP.

Los resultados muestran las diferencias estadisticas a lo largo de la investigacion en dénde los
tratamientos conteniendo extractos de propdleo retardaron el crecimiento de micelio, especialmente
en los dias 3, 9 y 12 ddnde se observa que los tratamientos presentan mejores resultados que el
control y no difieren significativamente entre si. Todos los tratamientos fueron capaces de reducir el
desarrollo del hongo inhibiendo significativamente el crecimiento de micelio de Fusarium spp. (Cuadro
2).

Cuadro 2
Crecimiento de micelio de Fusarium spp. en milimetros (mm) en medios de cultivo con extractos

etandlicos de propdleo a distintas concentraciones durante 18 dias.

Crecimiento de micelio (mm)

Tratamiento Tiempo

Reposo Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

(% P/V) .
(dias)

Control 13b 27 42 52 57 57
T1 (33%) 7 Oa 9.3 11 21 27 42
T2 (50%) 7 33a 16 19 30 36 49
T3 (75%) 7 Oa 12 16 23 30 46
T4 (100%) 7 4a 13 15 21 23 44
T5 (33%) 15 Oa 8 16 18 26 35
T6 (50%) 15 Oa 9 17 20 26 39
T7 (75%) 15 Oa 11 17 24 35 46
T8 (100%) 15 Oa 13 18 24 31 42
cv 211.14 54,74  45.37 42.49 36.08 25.09
R? 0.66 0.55 0.59 0.53 0.54 0.47
P 0.04 0.16 0.10 0.2 0.19 0.34

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas entre dias (P<0.05) segun la prueba de separacién de medias Duncan. EEP: Extracto

Etandlicos de Propdleo, CV: Coeficiente de Variacién, R?: Coeficiente de determinacién, P: Probabilidad.

Estos resultados pueden ser explicados por (Aceves et al. 2008) cuando realizaron una
investigacion para evaluar la actividad fungicida del propdleo sobre Fusarium oxysporumy Sclerotium
rolfsii. En los resultados obtenidos, los extractos de propdleo tuvieron actividad fungicida con una

inhibicion en el crecimiento del micelio, a una concentracion de 5mg/mL y 100mg/mL
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respectivamente. En donde mediante observaciones a través del microscopio, observaron qué hifas
del micelio modificaron las paredes transversales, ocasionando alteracion en el sistema de
crecimiento y desarrollo del fitopatégeno. Los resultados de nuestra investigacion muestran qué entre
tratamientos etandlicos de propdleo no existen diferencias significativas, éstos difieren con los
obtenidos por (Cupull-Santana et al. 2014), en dénde determinaron qué los menores crecimientos
fungicos corresponden al tratamiento de mayor concentracién de propdleos. Las diferencias en la
actividad antifungica por efecto de concentracién pueden estar asociadas a un mayor contenido de
metabolitos bioactivos de tipo fendlico presente en el extracto (Markham et al. 1996).

Evaluacion del Crecimiento de Colletotrichum spp. en Medio de Cultivo PDA + EEP.

El tratamiento control difirid significativamente de todos los tratamientos conteniendo
propodleo a lo largo de la investigacidn, resultados que destacan la actividad antifingica de los EEP
presentando valores en crecimiento aproximados a 0 mm. Se infiere que los extractos de propdleo en
sus cuatro concentraciones y ambos periodos de reposo inhibieron el crecimiento total del
Colletotrichum spp. (Cuadro 3).

Cuadro 3
Crecimiento de micelio de Colletotrichum spp. en milimetros (mm) en medios de cultivo con extractos

etandlicos de propdleo a distintas concentraciones durante 18 dias.

Crecimiento de micelio (mm)
Tratamiento Tiempo de

(%P/V) Reposo Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18
Control 9b 14 b 19b 19b 27 b 27 ¢
T1 (33%) 7 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T2 (50%) 7 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T3 (75%) 7 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T4 (100%) 7 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T5 (33%) 15 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T6 (50%) 15 Oa Oa Oa Oa Oa Oa
T7 (75%) 15 Oa Oa Oa 5a 5a 6 ab
T8 (100%) 15 Oa Oa Oa Oa Oa 11b
cv 0 0 0 225.13 197.16 159
R? 1 1 1 0.75 0.82 0.74
P 0.0001 0.0001 0.0001 0.006 0.001 0.009

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas entre dias (P<0.05) segln la prueba de separacion de medias Duncan. EEP: Extracto

Etandlicos de Propdleo, CV: Coeficiente de Variacién, R?: Coeficiente de determinacién, P: Probabilidad.
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(Martinez Galan 2009) realizé una caracterizacion fisicoquimica y evalud la actividad antifungica de
propodleo recolectados en el Suroeste Antioqueio. Presentd qué, los hongos mas susceptibles al efecto
del propdleo fueron los pertenecientes al género Colletotrichum acutatum y gloesporioides. (Sosa
Lopez et al. 2014) mostraron resultados de tratamientos utilizando propdleo procedente de Misiones
sobre el desarrollo de la cepa de Colletotrichum gloeosporioides. En su investigacidn, los tratamientos
difirieron significativamente del testigo, resultando en una inhibicion total del hongo. En los Anexos F
y G se pueden observar el efecto de los extractos.

Por otro lado, (Obasa et al. 2007) evaluaron la eficacia del extracto etandlico de doce
concentraciones de propéleo sobre el crecimiento del hongo C. lindemuthianum obtenido de hojas de
judias infectadas con antracnosis. Estos investigadores reportaron una inhibicion del crecimiento del
micelio del hongo hasta por 21 dias en los medios de crecimiento contentivos de extractos de
propdleo en concentraciones entre 6% y 10%. De igual manera, los autores observaron que los medios
de cultivo que contenian concentraciones de extractos de propdleo entre 20-33%, presentaron un
efecto fungicida sobre el hongo C. lindemuthianum.

Las diferencias en la actividad antifungica por efecto de concentracion posiblemente estén
asociadas a un mayor contenido de los metabolitos bioactivos del tipo diterpénico, flavonoide y
fendlico presentes en el extracto (Markham et al. 1996).

Efecto del Propdleo en Crecimiento de Bacterias
Evaluacion del Crecimiento de Pseudomonas spp. en Medio de Cultivo AN + EEP.

El tratamiento control fue el que mas inhibid el crecimiento bacteriano y que de todos los
tratamientos, los tratamientos al 33% y 50% con 15 dias de reposo, no difirieron estadisticamente del
tratamiento control, demostrando su actividad antibacteriana (Cuadro 4). Todos los tratamientos, a
excepcion del tratamiento de 33% con 7 dias de reposo, no tuvieron diferencias entre ellos, sin
embargo, demostraron que los extractos tienen atributos antibacterianos. Asimismo, cabe resaltar

gue el tratamiento al 33% de 7 dias no tuvo accion inhibitoria en las bacterias.
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Cuadro 4
Halo de inhibicion de extractos etandlicos de propdleo en distintas concentraciones ante

Pseudomonas spp. a las 24 horas.

Tratamiento(%P/V) Tiempo de Reposo (dias) Halo de ihibicion (mm)
Control 28 a
T1 (33%) 7 Oc
T2 (50%) 7 19b
T3 (75%) 7 15b
T4 (100%) 7 18b
T5 (33%) 15 20 ab
T6 (50%) 15 20 ab
T7 (75%) 15 16 b
T8 (100%) 15 16 b
cv 1.63
R? 0.99
P <.0001

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) segun la prueba de separacion de medias Duncan. EEP: Extracto Etandlicos

de Propdleo, CV: Coeficiente de Variacion, R%: Coeficiente de determinacién, P: Probabilidad.

En otros trabajos de investigacion, se han estudiado algunas propiedades antibacterianas,
fungicidas y antivirales que los flavonoides confieren al propdleo (Sosa Lépez et al., 2000; Machado et
al., 2004), observandose que estos compuestos en sinergia con el acido nicotinico, caféico, feralico y
ascorbico actian como barrera quimica contra los microorganismos. Por su parte (Lu et al. 2005)
determinaron la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propdleo colectado en diferentes
periodos y varias regiones en Taiwan, contra Staphylococcus aureus, reportando varios grados de
actividad antibacteriana dependientes de la concentracién, area y época de recoleccién del propdleo;
estos autores reportan la minima concentracién inhibitoria (MIC) del extracto entre 3.75 a 60 ug/mL
mientras que la minima concentracion bactericida (MCB) oscilé entre 7.5 y 120 ug/mL contra S.
aureus.

La actividad enzimatica de las bacterias para reducir sus efectos sobre los sistemas bioldgicos
es susceptible a propdleo, tanto bacterias Gram-positivas como Gram-negativas (Zeighampour et al.,

2013).
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El propdleo puede retardar el desarrollo de formacién de 21 biopeliculas en diferentes grupos
microbianos incluyendo Listeria spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp.,
Escherichia coliy especies de Pseudomonas (Stan et al., 2013).

Evaluacion del Crecimiento de Xanthomonas Spp. en Medio de Cultivo AN + EEP.

El Cuadro 5 contiene los resultados de las medias del halo de inhibicién de Xanthomonas spp.,
evaluados por 24 por medio de pruebas de sensibilidad, los 8 tratamientos con EEP. Se observa que
todos los extractos presentan inhibicidon de baterias, siendo el tratamiento al 100% de 7 dias fue el
que presentd mejor respuesta.

Cuadro 5
Halo de inhibicidn de extractos etandlicos de propdleo en distintas concentraciones ante

Xanthomonas spp. a las 24 horas.

Tratamiento(%P/V) Tiempo de Reposo (dias) Halo de inhibicion (mm)
Control 15 bc
T1 (33%) 7 16 b
T2 (50%) 7 15 bc
T3 (75%) 7 13 de
T4 (100%) 7 18a
T5 (33%) 15 16 bc
T6 (50%) 15 13e
T7 (75%) 15 16 be
T8 (100%) 15 14 cd
Ccv 6.55
R? 0.97
P <.0001

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) segun la prueba de separacién de medias Duncan. EEP: Extracto Etandlicos

de Propdleo, CV: Coeficiente de Variacién, R%: Coeficiente de determinacién, P: Probabilidad.

Estos resultados difieren con los obtenidos por (Zignago 2011) donde realizd un estudio in
vitro de la actividad antimicrobiana de dos propdleos frente a bacterias fitopatégenas. Demostraron
que el EEP de Canelones inhibid con diferencias significativas a cuatro de las bacterias probadas:
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,

Xanthomonas campestris pv. Cucurbitae y Ralstonia solanacearum.



22
Los resultados obtenidos se pueden atribuir al acido cindmico y algunos flavonoides que
desactivan la energia de la membrana citoplasmatica, inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndolas

mas vulnerables al ataque del sistema inmunoldgico y potenciando los antibidticos (Farre et al. 2004).
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Conclusiones

Los extractos etandlicos de propdleo presentaron actividad bioldgica al inhibir el crecimiento
sobre Fusarium spp., Colletotrichum spp., Pseudomonas spp. y Xanthomonas spp.

Los extractos etandlicos de propdleo en las cuatro concentraciones en ambos periodos de
reposo tuvieron efecto antifungico ante los hongos fitopatdgenos Fusarium spp. y Colletotrichum spp.

El hongo Colletotrichum spp. demostrd ser el hongo fitopatégeno mas susceptible a los
extractos etandlicos al presentar inhibicion en crecimiento de micelio del hongo en todos los
tratamientos.

Los extractos de propdleo en las concentraciones de 33% y 50% con 15 dias de reposo
inhibieron el crecimiento de Pseudomonas spp. y al 100% con 7 dias de reposo para Xanthomonas

spp. mostrando diferencias significativas con respecto al control.
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Recomendaciones

Evaluar diferentes concentraciones de extractos etandlicos de propdleo empleando
concentraciones mayores o menores de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio.

Evaluar in vitro el efecto antimicrobiano de los extractos en otros géneros de hongos y
bacterias fitopatdgenas de interés.

Evaluar los extractos etandlicos de propdleo de manera in vitro para validar los resultados su
efectividad antimicrobiana y posteriormente realizar pruebas in vivo a nivel de invernadero.

Mediante HPLC cromatografia Liquida de Alta Eficiencia u otras técnicas de cromatografia
realizar el andlisis de los componentes del propdleo de Zamorano para actualizar los resultados de su

composicion quimica.
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Anexos
Anexo A

Protocolo para la elaboracion de agar papa dextrosa (PDA)

El protocolo estd determinado para preparar un litro de medio de cultivo.

el

Pesar 39 g de agar PDA

Afnadir ~961 mL de agua destilada
Hervir para disolver

Autoclavar
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El protocolo esta determinado para preparar un litro de medio de cultivo.

el A

Anexo B

Protocolo para la elaboracién de Agar Nutriente (AN)

Pesar 23 g de agar nutriente
Anadir ~980 mL de agua destilada
Hervir para disolver

Autoclavar
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Anexo C

Protocolo para la elaboracion de Luria Broth (LB)

El protocolo estd determinado para preparar un litro de medio de cultivo.

e W e

Pesar 15 g de LB (Luria Broth)
Afadir ~975mL de agua destilada
Remover

Afadir 15 g de bacto-agar
Autoclavar
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Anexo D

Control Bacillus subtilis y EEP al 33% con 15 dias de reposo ante Fusarium spp. durante 18 dias.
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Anexo E

Control Bacillus subtilis y EEP al 100 % con 15 dias de reposo ante Fusarium spp. durante 18 dias.
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Anexo F

Control Bacillus subtilis y EEP al 33% con 7 dias de reposo ante Colletotrichum spp. durante 18 dias.

Dia 12 Dia 15 Dia 18
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Anexo G
Control Bacillus subtilis y EEP al 100% con 15 dias de reposo ante Colletotrichum spp. durante 18

dias.

Dia 12 Dia 15 Dia18




Anexo H

Control Tetraciclina y EEP al 33% con 15 dias de reposo ante Pseudomonas spp. a las 24 horas.
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Anexo |

Control Tetraciclina y EEP al 50% con 15 dias de reposo ante Pseudomonas spp. a las 24 horas.
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Anexo J

Control tetraciclina y EEP al 100% con 7 dias de reposo ante Xanthomonas spp. a las 24 horas.
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