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Los propdleos son sustancias resinosas complejas elaboradas por las abejas. Su composicién quimica varia de acuerdo a
la fuente vegetal. El estudio se realiz6 con muestras del noreste de Argentina. El objetivo del estudio fue comprobar €l
efecto fungiciday bactericida de soluciones etandlicas de prop6leos procedentes de diferentes localidades de la provin-
ciade Misiones sobre los fitopatdgenos considerando la vegetacion predominante en las éreas de origen sobre e indice
de oxidacion y el contenido de compuestos fendlicos. En las tres &reas estudiadas la vegetacion ha sido modificada
antropicamente en forma diferente y los productos se correspondieron con las caracteristicas de la flora introducida,
compuesta por 7 especies vegetales diferentes en El Soberbio, 7 especies en El Dorado y 10 especies en Apoéstoles. El
indice de oxidacién fue diferente en las tres éreas de estudio (7.37, 1.30 y 18.4), mientras el contenido de compuestos
fendlicos no mostré diferencias significativas. Su actividad antimicrobiana a las concentraciones ensayadas (2, 4, 6, 8y
10 %), no fueron efectivasen e control de cepas fungicas probadasy si lo fueron sobre bacterias del género Bacillus.
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The propolises are resinous complex sustances produced by bees. Their chemical composition is variable in according
to the vegetal source. This study was realized with samples from northeast of Argentina. The aim of work were to check
the fungicide and bactericide effects of etanolic solutions of propolis from different sitesin Misiones province, on plant
pathogens, considering the predominant vegetation in the original areas on the oxidation indexandfenolic compositions.
As results in three studied areas the vegetation has been modified anthropically in different form, and the products are
corresponding with the introduced flora characteristics, composed of 7 different plant species in El Soberbio, 7 species
in El Dorado and 10 species in Apostoles. The physic and chemical proprieties and therapeutic action in propolis from
the three collection areas in the Misiones province were similar. The oxidation rate was different in the three study areas
(7.37, 1.30 y 18.4), while the phenolic content showed no significant difference. Their antimicrobial activity to probed
concentrations (2, 4, 6, 8 y 10 %), don’t were effectives for control on the fungical strains but it is positive by the bacte-
rial control of genus Bacillus.
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Introduccion

El propdleos es un producto compuesto de sustan-
cias resinosas, gomosas, balsamicas, ceras, aceites
esenciales, polen y otros compuestos, de consisten-
cia viscosa. Es elaborado por abejas fundamental-
mente a partir de resinas de ciertas especies vegeta-
les, que transportadas al interior de la colmena y
modificadas parciamente con sus secreciones sali-
vares, con € fin de hermetizar y mantener la
asepsia de la misma (Salamanca-Grosso et al.
2006).

La abga colecta resinas (componente principal)
desde yemas, brotes y cortezas de distintas especies
botanicas segin sean sus necesidades. Luego de
mezclarlas con polen, secreciones salivares, ceras 'y
materiales provenientes del suelo, procede a la ela-
boracion del producto final que es el propdleos (Sa-
lamanca-Grosso et al. 2006). Es por eso que la com-
posicion del propoleos varia de colmena a colmena
y de region a region, e incluso de estacion a esta-
cion, segun la vegetacion presente.

Se ha observado que la actividad bioldgica y tera-
péutica de los propdleos proviene de la presencia de
flavonoides en su composicion, la cual varia en fun-
cion del origen geografico (Noriega-Salmén 2014).
Si bien desde comienzos del siglo XX se realizaron
estudios sobre la constitucion del propdleos, en los
anos setenta se determind que el propdleos tenia una
estructura quimica compleja. Asi, Tolosa & Cafliza-
res (2002) obtuvieron y caracterizaron extractos
etandlicos y acuosos de propdleos de diferentes lo-
calidades del estado de Campeche, México, proban-
do posteriormente su efectividad antimicrobiana
sobre bacterias patdgenas de humanos. Ellos identi-
ficaron como metabolitos de los propdleos:. lactonas,
saponinas, fenoles, triterpenos, taninos, alcaloides,

flavonoides, sustancias aminadas y leucoantociani-
dinas, estas Ultimas solo en |os extractos acuosos.

Posteriormente e analisis de numerosas muestras de
regiones geogréficas diferentes, condujo a descu-
brimiento de que su composicion quimica, ademas
de complegja, no era constante, sino variable, adu-
ciendo que esta variabilidad esta asociada funda-
mentalmente a la fuente vegetal (Nieva-Moreno et
al. 1999, Park et al. 2004, Kumazawa et al. 2004,
Banskova et al. 2001); pero a pesar de estas diferen-
cias, este producto posee similares propiedades anti-
fangicas y antibacterianas (Pefia 2008). Por €ello €
estudio de la vegetacidn circundante a apiario es
importante y puede ser enfocado desde la perspecti-
va de los objetivos buscados. En el caso particular
de la apicultura, laimportancia de determinar lo que
se podria llamar la "flora indicadora’, radica en que
no todas las especies vegetales presentes son de
interés para la abegja cuando redliza la elaboracion
del propdleos, miel, etc. Es por eso que el aprove-
chamiento de una colmena esta relacionado cuaita
tivamente y cuantitativamente con la flora presente.
A pesar de esa complegjidad y variabilidad su com-
posicion quimica comprende bésicamente: 50-55%
de resinas y badlsamos; 30-40% de cera de abegja; 5-
10% de aceites esenciales o voldtiles, 5% de polen;
y 5% de otros materiales organicos y/o mineraes
(SosarLopez et al. 2002, Salamanca-Grosso et al.
2006, Maidana 2007).

En la fraccién resinosa del propdleos se encuentran
compuestos fendlicos y flavonoides que son muy
importantes a nivel terapéutico (Lozina et al. 2006,
Salamanca-Grosso et al. 2006, Chailliou & Naza-
reno 2009). Entre los compuestos fendlicos pode-
mos mencionar: acidos: benzoico, cafeico, cumari-
co, sdlicilico que le otorgan al propdleos sus propie-
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dades antifingicas y antibacterianas; la presencia del
acido ferdlico le otorga a propdleos accion hemos-
tatica y coagulante (Gonzdlez-Guerra & Bernal-
Meéndez 1997).

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas
en donde podemos encontrar taninos, ligninas y
flavonoides, que son derivados del metabolismo
secundario del acido shikimico. Segun Sales et al.
2006, los flavonoides tales como flavononas, flavo-
nas, catequinas, antocianinas, isoflavonoides y
flavonoles, son considerados compuestos que le dan
a propdleos la caracteristica de ser antioxidante,
antimicrobiano, cicatrizante y  antiinflamatorio.
Ademés entre los componentes presentes en los
propdleos, existen &cidos y compuestos no satura-
dos, de origen vegetal-animal, éstos tienen la capa
cidad de oxidarse con permanganato de potasio, que
es el fundamento del método cuditativo de medi-
cion de compuestos fendlicos. Es posible suponer
gue esta oxidacion se vincula con la presencia de
acidos no saturados de la serie grasa, con diez &o-
mos de carbono, caracteristicos del organismo de las
abgjas y de sus secreciones glandulares. El valor del
indice de oxidacion est4 condicionado, en gran par-
te, por los compuestos fendlicos provenientes de la
fuente vegetal de la cual la abgja extrae laresinay,
en menor medida, por los &cidos grasos insaturados
provenientes de la abgja (Maidana 1997).

En consonancia con el uso que le dan las abgjas, €
propdleos es un producto de extraordinario interés
para la medicina e industria farmacéutica, a que se
le atribuyen efectos anti-inflamatorios, inmuno-
estimulantes, hepato-protectores, antiviraes, anti-
fangicos, y antioxidante (Girgin et al. 2009), anti-
protozoarios, carcinostaticos, antimicrobianos, anes-
tésicos y de regeneracion tisular (Banskota et al.
2000). Numerosos investigadores aportan informa-

ciones sobre la actividad antimicrobiana de los pro-
5

poleos especiamente en € control de bacterias pa-
tégenas en humanos. Carrillo et al. (2011) informa-
ron que los extractos etandlicos de propdleos tienen
una actividad antibacteriana significativamente ma-
yor que los extractos acuosos, y esta actividad de-
pende de su procedencia y de la especie bacteriana
evaluada. Por otro lado Garcia-Bernal et al. (2007),
también trabajaron sobre la efectividad antimicro-
biana de dos extractos alcohdlicos de propdleos de
Cuba, siempre sobre patégenos humanos conclu-
yendo que la efectividad antimicrobiana de los ex-
tractos depende de la procedencia del propdleosy de
la especie bacteriana evaluada. En tanto Calderon-
Puente De La Vega (2010) observd que todas las
concentraciones de Propd6leo Etandlico presentaron
actividad antibacteriana, concluyendo que el Propé-
leo Etandlico al 15% presentd una mayor actividad
antibacteriana, mientras que a 30% se observd una
disminucién en ésta, debido que a mayores concen-
traciones de Propdleo éste tiende a saturarse y por 1o
tanto disminuir su actividad antibacteriana.

Por ultimo, Martinez-Galén (2009), estudié en Co-
lombia la actividad de los propdleos contra los hon-
gos fitopatdégenos de dos especies de Colletotri-
chum, ademas de Aspergillus spp y Penicillium spp.,
encontrando que las especies de Colletotrichum
fueron més sensibles a los propdleos, presentando
un 39% de inhibicion en el crecimiento radia a con-
centraciones entre 1000 y 5000 ppm.

El objetivo del estudio fue comprobar el efecto fun-
giciday bactericida de soluciones etandlicas de pro-
poleos procedentes de diferentes localidades de la
Provincia de Misiones; considerando e indice de
oxidacion, e contenido de compuestos fendlicos y
tipo de vegetacion predominante en las distintas
zonas, y su efecto en la actividad antimicrobiana de
los tipos de propdleos.
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Materialesy métodos

Se seleccionaron tres éreas de la provincia de Mi-
siones para la recoleccién de las muestras de prop6-
leos.

Area 1: EL SOBERBIO.Ubicado a una latitud de
27° 17" Sy unalongitud de 54° 13' O aorillas dd rio
Uruguay, a una altura de 184 a 200 msnm; presenta
temperaturas medias de 21.2 °C; minimas de 0 °C;
maximas de 39.2 °C y precipitaciones de 1677 mm.
Area 2: ELDORADO.Se ubica en los 26° 23" 60”
Latitud Sy 54° 37" 60” Longitud O, a una altura de
212 a 228 msnm. El clima es subtropical himedo,
las lluvias llegan a los 2000 mm anuales. La tempe-
ratura media es de 25.4 °C, laminima es de 14.4°C
y la temperatura méxima extrema registrada fue de
40 °C.

Area 3: APOSTOLES.Ubicado a 27° 00” de Latitud
Sy 55°45" 00” de Longitud O, a una altura de 100 a
120 msnm. La temperatura media es de 21.3 °C; la
minima es de -3 °C; la mé&xima es de 39 °C y las
precipitaciones llegan alos 1584 mm anuales.

En cada érea se seleccionaron productores, dentro de
un radio de 10 Km, que utilizaban colmenas modelo
Langstroth, con colonia de abejas de ecotipo savaje,
que presentaban una poblacion entre 80000 a
100000 abgjas, es decir una colmena fuerte. Por esta
razéon en la zona de El Soberbio se trabgjé con 7
productores y 29 colmenas, en Eldorado con 7 pro-
ductoresy 17 colmenas, en la zona de Apdstoles con
9 productoresy 36 colmenas.

Extraccion de muestras de propdleos. Para la ex-
traccion de propoleos, se colocaron en latapa de la
colmena una malla de pléstico tipo mosquitero. Una
vez gque estaban cubiertas con propdleos, se las ubi-
caba en bolsas de plastico transparente, que poste-
riormente se introducian en bolsas de pléstico negro,
para evitar los efectos del sol. También se extrgo

propdleos por raspado utilizando un cuchillo de
acero inoxidable, procediéndose con mucho cuidado
tratando de no incorporar pinturas ni restos de made-
ra, de cabezales, tapay entre tapa de las colmenas.
Todas las muestras fueron expuestas durante 1 h a -
10 °C, para matar restos de polillas de las ceras s
las hubiera. Luego se pesaron y en algunos casos se
procedié a la mezcla de los propdleos procedentes
de las mallas, ya que la cantidad recolectada es
escasa y resultainsuficiente pararealizar los distin-
tos andiss.

Relevamiento de la vegetacion. El estudio de la ve-
getacion consistio en la confeccion de una lista de
las especies presentes en cada sitio elegido para la
recoleccion del propdleos, que después fueron rela-
cionadas con la flora descripta por Martinez-
Crovetto (1963), es decir, aquella que existia antes
de las intensas acciones antropicas deforestadora y
de introduccidn, y la situacion actual que revela que
las modificaciones han sido sustanciales.

El relevamiento de la vegetacion se realizd durante
los meses de julio, octubre y enero de los afios 2009
al 2012, toméndose un circulo de aproximadamente
15 Km, arededor de los apiarios, complementado
con los datos suministrados en forma no oficia por
técnicos de los Ministerios de Ecologiay del Agroy
la Produccién de la Provincia de Misiones. Los tes-
tigos se encuentran depositados en el herbario del
IBONE-UNNE. Corresponden a las etiquetas Sosa-
Vanni.

Se realizaron | as siguientes determinaciones:

indice de oxidacion. Se utiliz6 el protocolo descripto
en d Cadigo Alimentario Argentino Cap. XVII, Art.
Segundo, con modificaciones menores.

i) Se pesd 0.2 g de propdleos que fueron colocados
en mortero agregando 10 ml de etanol de 96°, se
[levd a volumen de 100 mL con agua destilada y

luego se filtrg, ii) Con una pipeta se tomaron 2 mL
6
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de la solucién diluida y se trasvasd a un vaso de
precipitado de 50 mL, se agregé 1 mL de &cido sul-
farico a 20 % y luego se mezcl6 durante un minuto,
iii) Se agreg6 una gota de solucién de permanganato
de potasio 0.1 N. Trabgjando a una temperatura de
18 y 22 °C, se midi6 el tiempo de desaparicion del
color rosado de la solucion. Un término medio de 22
seg como maximo indica propoleos de buena cali-
dad. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Cuantificacion de los compuestos fendlicos. EIl mé-
todo utilizado propuesto por CEDIA-UNSE (Mal-
donado 2000) permite cuantificar los compuestos
fendlicos totales presentes en e propdleos y se lo
expresa como equivalentes de acido gdlico. Se basa
en la formacion de quelatos entre los compuestos
polifendlicos del propéleosy el ion férrico ddl cloru-
ro férrico.

Para la cuantificacién se coloco 1 g de muestra de
propdleos en bruto en un mortero, afiadiendo 10 mL
de etanal, sedisolvio y filtro.

Se determind por espectrofotometria utilizando €l
espectrofotometro de absorcion molecular Marca
Perkin Elmer, modelo Lambda 25.

Figura 1 Propdleos en bruto provenientesde: A. El
Soberbio, B. Eldorado, C. Apédstoles

Ensayos de control de hongos fitopatégenos con
extractos etandlicos de propoleos. Todas las mues-
tras de propoleos en bruto (Figura 1) se molieron en
morteros de porcelana previamente esterilizados en
autoclave, adicionando paulatinamente el alcohol
hasta lograr una solucién homogénea. En esta etapa
se emplearon propdleos en bruto, es decir aquellos
conteniendo diferentes proporciones de ceras u otras
sustancias componentes y/o extrafias.

Por otro lado, con 24 h de antelacion se prepararon
tandas de 18 placas de Petri con agar-papa-
glucosado (APG) a 2 % y pH 7. Luego este medio
agarizado una vez frio y seco, fue perforado con
sacabocados de 5 mm de seccién, obteniéndose en
cada placa 4 hoyos equidistantes.

Figura 2 Semillasde arroz germinadascon latécnica

deBlotter test. En €l circulounadelas semillas man-
chadasy no germinadas sobre la que desarroll6 C.

oryzae

A continuacién, en cada hoyo realizado en € medio
de cultivo con la ayuda de una pipeta graduada de
ImL, se vertiéo 0.1 mL de los extractos etandlicos,
yasead 2, 4, 6, 8y 10 %. Estas diferentes concen-
traciones constituyeron cada uno de los tratamien-
tos. El experimento se planifico y cumplié con 3
repeticiones, con sus respectivos testigos, utilizan-
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dose para tal fin medios de cultivo con soluciones
etandlicas sin la adicion de propdleos.

Como inéculo se utilizé un aisamiento de hongos
gue se desarroll6 previamente en los germinadores
de semillas de arroz (Figura 2), desde donde se aisl6
Curvularia oryzae. Este hongo es uno de los agentes
causales del manchado de grano del arroz (Ellis
1971, Ou 1985).

En Argentina C. oryzae fue detectado en 1943 y
actualmente se estudia su presencia por los dafios en

las semillas de arroz del NEA (Marchionatto 1948,
Gutiérrez & Candom 2008).

Previamente a su utilizacion se examinaron las es-
tructuras fangicas a microscopio para determinar su
identidad. Una vez seleccionadala cepa se la subcul-
tivd a una cagja de Petri donde se la dgjo6 crecer hasta
cubrir aproximadamente toda su superficie (5 dias).

Figura3 A. Semilla de arroz con desarrollo fungico. B. Conidios de Curvularia sp. C. Estructuras conidiales de
Penicillium sp. D. Estructuras de Rhizopus sp., desarr ollados sobr e semillas de arr oz tratadas con prop6leos

Para € tratamiento experimental las cgjas previa
mente preparadas con APG estéril se perforaron con
el sacabocado (4 hoyos por cga) y se inocularon en
su centro con un disco de in6eculo fungico de C.

oryzae preparado. A lavez en cada cgja se incorporo
en cada hoyo 0.1 ml de la solucién de propoleos.

Las placas se incubaron luego en estufa de cultivo a
25 °C de temperatura, durante 10 dias, tiempo en €
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cual se redlizaron las mediciones del crecimiento
fungico.

Para la lectura del tamafio del crecimiento fungico
se hicieron mediciones ddl diametro con una escala
milimetrada y a la vez se observé la posible forma-
cion de haos de inhibicion. Estas mediciones se
realizaron a tercer y octavo dia.

Con los datos obtenidos se procedié a realizar un
andlisis de varianza. (Cazada-Benza 1970.)

Ensayos de control de bacterias fitopatdgenas con
extractos etandlicos de propoleos

Por otro lado, para comprobar experimental mente el
comportamiento de los extractos de propoleos en €
manej o de enfermedades bacterianas de vegetales, se
empled una cepa de bacterias causantes de podre-
dumbres en semillas de arroz (Figura 4) del género
Bacillus sp.

Se redizaron primero aislamientos en placas de
Petri, partiendo de semillas de arroz que manifesta-
ron sintomas, una vez puestas en camaras de germi-
nacién empleando el método en papel filtro (blotter
test).

Figura 4 Semillasincubadas en €l blotter test que desarrollaron exudados bacterianos, desde donde se parti6 para €l
aislamiento de la cepa de Bacillus sp

e ﬁ" _"_..‘- ;"

g

Para comenzar las tareas de laboratorio se esterili-
z6 todo @ material instrumental en autoclave o
flameo por mechero Bunsen, para una mayor asep-

9

sig, e lugar se asperj6 con una solucién diluida de
hipoclorito de sodio a 2.5 %.
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Las semillas fueron previamente desinfectadas con
alcohol de 70 %, que se pasaron luego por hipoclori-
to de sodio al 2.5 %, enjuagando finalmente en agua
destilada estéril, durante un minuto cada lavado con
agitacion manual enérgica.

Luego de escurridas sobre papel absorbente las se-
millas se pasaron en forma aséptica alas bandgjas de
incubacién, cuyo fondo estaba recubierto con doble
capade papel de filtro humedo.

Se uso un recipiente cerrado con € fin de mantener
una humedad elevada y asepsia; manteniendo una
distancia entre las semillas de 20 mm. Las bandejas
se incubaron luego durante 72 h en estufa a 25 °C.

Al cabo de ese tiempo las semillas que manifestaron
sintomas de bacteriosis se separaron del resto y se
procedié a aidar la cepa bacteriana presente en las
mismas.

En un tubo de ensayo con 10 mL de agua esteriliza-
da se prepard una suspension de bacterias desde las
semillas enfermas y con tal suspensién se procedié
a estriado con una pipeta Pasteur sobre medio de
cultivo.

El medio utilizado paralas siembras fue €l agar papa
glucosado (APG) al 2 %, pH 7.0 en placas de Petri.
Las placas sembradas se incubaronen estufa de
cultivos a temperatura constante de 27 °C duran-
te48h.

Para la obtencion de aislamientos puros, se readiza-
ron diluciones de las cepas asi obtenidas, pasandolas
a tubos con agua destilada estéril, con relaciones
1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10.000.

Los tubos se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante una hora 'y se procedi6 luego a estriar cada
dilucion en placas de mismo medio APG. Nueva-
mente se incubaron las placas a 27 °C durante 48 h.
De las bacterias que se desarrollaron en € cultivo de
medio agarizado, se repicaron nuevamente a placas
para su multiplicacion, subcultivando también a un

tubo de ensayo con medio de cultivo inclinado (en
pico de flauta) para control y resguardo de la cepa
pura.

A la vez que se preparaban las bacterias para el en-
sayo de control se procedio a preparar las suspen-
siones etandlicas de propoleos de tres procedencias
diferentes (El Soberbio, Apodstoles y Eldorado).
Cada una de tales suspensiones de propdleos a su
vez se diluyd d 2, 4, 6, 8y 10 % respectivamente.
De lamisma forma que en los ensayos con hongos.

A fin de conocer el comportamiento antibiotico bac-
tericida de los propdl eos sobre | as cepas bacterianas,
se procedio a cumplir con las pruebas experimenta
les de control de lasiguiente manera:

Técnica de microdifusion en agar

Se vertié e medio de cultivo en las placas de Petri
dejando éstas reposar en € flujo laminar durante al
menos medio dia, a fin de que se seque la humedad
de condensacion.

Luego cada una de las cgjas se perford con sacabo-
cados de 0.5 cm esterilizado previamente, haciendo
4 hoyos por caja.

Bajo € flujo laminar se vertio la suspension de pro-
pdleos, de cada procedencia en sus diferentes con-
centraciones dentro de los hoyos de las placas de
Petri con el medio agarizado y las placas se dejaron
secar durante 48 horas en estufa de cultivo a 25 °C.

Se aclara que € secado se cumplié en estufa de
cultivos con las cgjas cerradas e invertidas para evi-
tar contaminaciones.

Una vez secas estas cgjas fueron inoculadas con las
suspensiones conocidas de bacterias recién prepara-
das, y las placas del ensayo fueron nuevamente
puestas aincubar por 72 y 120 h respectivamente en
cada oportunidad antes de su examen y medicién de
crecimiento bacteriano. Este ensayo se repitio tres

veces.
10
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Para los diferentes tratamientos se emplearon 15
cajas de Petri preparadas con € medio de cultivo, a
las cuales se le practicaron las perforaciones respec-
tivas y se les aplicaron las distintas suspensiones de
propdleos, repitiéndose esto para el propoleos de
cada una de las tres | ocalidades de procedencia.
Como tratamiento testigo se prepararon 3 placas con
el medio agarizado, las que se inocularon Unicamen-
te con la suspensién de bacterias preparadas atal fin
sin € aditivo de propdleos. En su lugar se vertié 0.1
mL de etanol o0 agua destilada estéril.

Para la inoculacion delas bacterias a medio se si-
guié e método de turbidez equivalente a tubo de
0.5 en la escala Mac Farland, que es equivalente a
1.5x 108 UFC/mL.

Andlisis estadisticos. Se realizd un andlisis de va
rianza (ANOVA), con e programa INFOSTAT
2008.

Resultados

A. Flora de cada area de estudio

El Soberbio. Los establecimientos visitados se en-
cuentran en €l distrito que Martinez-Crovetto (1963)
Illamé “Distrito de los helechos arborescentes”. Este
distrito se ubica sobre la vertiente oriental de la sie-
rra Central, limitando a norte con € Sector Planal-
tensey al estey sur con el Distrito delos laureles.

Tabla 1 Arboles Nativos

Familia Especie Nombre comin
Arecaceae Arecastrum romanzoffianum Cham. Becc. pind6
Aquifoliceae llex paraguariensis A. St.-Hil. yerba mate
Boraginaceae Cordia trichotoma Vell.Steud. peteribi
Boraginaceae Patagonula americana L. guayaibi
Fabaceae Anadenanthera colubrina(Vell.) Brenan cebil colorado
Fabaceae * Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong timbo
Fabaceae * Myrocarpus frondosusAllem incienso
Fabaceae Pelthophorum dubium (Spreng.) Taub. cafiafistula
Lauraceae Nectandra megapotamica(Spreng.) Mez laurel negro
Lauraceae Ocotea puberula(Rich.) Nees laurel guaica
Lauraceae Ocotea pulchella (Ness) Mez laurel alayana
Myrsinaceae Myrsine balansae (Mez) Otegui -

Meliaceae Cedrelafissilisvell. cedro
Méeliaceae Cabralea canjerana DC. cancharana
Rutaceae Balfourodendron riedelianum Engl. guatambu blanco
Sapindaceae Cupania vernalis Cambess. camboata
Malvaceae Luehea divaricata Mart. azota caballo
Verbenaceae Vitex megapotamica (Spreng.) Moldenke taruma

* Egpecie resinosa
En esa época, este distrito aln podia ser considerado

como una selva en equilibrio, caracterizada por Mar-
tinez-Crovetto (1963), como una selva mixta de

laurel y guatambu, con la variante de que aqui se
11

presentaban cuatro especies de helechos arborescen-
tes pertenecientes a la familia de las Cyatheaceas,
con troncos que llegaban hasta los 5 m de altura
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Esta poblacion se encontraba en lugares protegidos
por arboles de ato porte, cerca de cursos de agua.

La accién antropica ater6 la selva, y estos helechos
desaparecieron porque no soportan el exceso de luz
y la exposicion a sol. Si se destruye la selva, por
talado o razado, aparecen especies caracteristicas
gue no estaban antes en €l lugar, este estado de la
sucesién secundaria es llamado “capuera”, del gua-
rani, “lugar donde crecera el monte” (Martinez-
Crovetto 1963).

Con €l tiempo se desarrollaron otras especies y ar-
bustos que permitieron el desarrollo de plantulas de
especies arbéreas, este estado de la sucesién secun-

daria llamada “capuerén” es el que encontramos en
estos predios donde los habitantes han desarrollado
actividades antropicas en gran parte de las chacras,
dejando parches o grupos de especies arbéreas nati-
vas para sombra o proteccion.

Esa mezcla de especies autdctonas con especies
introducidas en € ambiente por la ocupacion del
hombre, son las que se pueden observar en la lista
de vegetacion que hemos elaborado y que se en-
cuentra a continuacion.

En esta localidad se han podido identificar los si-
guientes representantes de la vegetacion:

Tabla 2 Estrato arbustivo

Familia Especie Nombre comin
Annonaceae Rollinia emarginata Schitdl. aratiku
Celtidaceae Trema micrantha (L.) Blume -
Euphorbiaceae Manihot grahamii Hook. mandioca brava
Asteracese * Baccharis dracunculifolia DC. chilca
Fabaceae Acacia bonariensis GilliesHook. & Arn. ufia de gato
Fabaceae Acacia tucumanensi sGriseb. yuqueri guazi
Fabaceae Acacia velutinaBenth. yuqueri
Loganiacese Strychnos brasiliensis (Spreng.) Mart. -

Myrtacese Eugenia uniflora L. pitanga
Myrtaceae Psidium guajava L. guayaba
Sdlicaceae Casearia sylvestris Sw. -
Solanaceae Solanum granuloso-leprosum Dunal fumo bravo
Piperacese Piper amalago L. rodilladeviga
Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Pers. taruma
* Especie resinosa
Tabla 3 Especies herbaceas
Familia Especie Nombre comin

Amaranthaceae Ortopapus . -

Asteraceae * Eupatorium sp. -

Solanaceae Solanum sisymbrifolium Lam. tutia

Malvaceae Triumpheta semitrilobaJacq.

* Especie resinosa

Tabla 4 Especies Introducidas

12



Vol 4 No 12016

Vegetacion de origen como par ametro de caracterizacion microbiana de los propéleos

Familia Especie Nombr e comin
Euforbiaceae Ricinus communisL. tartago
Moracese Morusalba L. mora
Myrtaceae* Eucalyptus sp. eucalipto
Rutaceae CitrusaurantiumL. naranjo agrio
Rutaceae Citrussinensis (L.) Osbeck naranjo dulce
Pinaceae Pinus eliotti (Engelm) pino
Pinaceae Pinustaeda L. pino
Euforbiaceae Ricinus communisL. tartago
Moraceae Morusalbal L. mora
Myrtaceae* Eucalyptus sp. eucalipto
Rutaceae CitrusaurantiumL. naranjo agrio
Rutaceae Citrussinensis(L.) Osbeck naranjo dulce
Pinaceae Pinus eliotti (Engelm) pino
Pinaceae Pinustaeda L. pino

*Especie resinosa

El dorado. Siguiendo & esquema fitogeografico de
Martinez-Crovetto (1963), esta localidad se encuen-
tra ubicada en el “Distrito de los laureles”. En gene-
ral estas selvas subtropicales se caracterizan por la
dominancia de Nectandra megapotamica (Laurel
negro) y Nectandra lanceolata (Laurel amarillo).

Normalmente este distrito era dominado por am-
bientes con un dosel continuo de selva que ha sido
aterado, donde los acompafantes de mayor densi-
dad eran los siguientes: Tabebuia heptaphylla (La-
pacho negro); Cordia trichotoma (Peteribi); Pata-
gonula americana (Guayaibi); Apuleia leiocarpa
(Grapia); Dalbergia variabilis (Isapuy); Holocalyx
balansae (Alecrin); Lonchocar pus leucanthus (Rabo
itd); Lonchocarpus nitidus (Rabo abd); Myrocarpus
frondosus (Incienso); Parapiptadenia rigida (An-
chico colorado); Peltophorum dubium (lbira pitd);
Ocotea puberula (Laurel negro); Nectandra lanceo-
lata (Laurel amarillo); Nectandra megapotamica

13

(Laurel); Cabralea canjerana (Cancharana);Cedrela
fissilis (cedro); Balfourodendron riedelianum (gua-
tambG blanco); Diatenopteryx sorbifolia (Maria
preta); Chrysophyllum gonocarpum (Guatambu
blanco); Chrysophyllum marginatum(cedro); Prunus
subcoriacea (Aguay) (Figura4)

En la actualidad, por explotacion la vegetacion esta
alterada y reducida a los representantes que determi-
namos y detallamos mas abgjo. En edta lista se ob-
serva una marcada reduccion en lariqueza floristica
de las especies arboreas, las cuales quedaron limita-
das a pequefias idetas de selva con mayor o menor
grado de alteracién, pero se agregan especies que
empiezan a predominar. Es muy dificil determinar el
grado de presencia de estas especies dado que en la
actualidad todavia se siguen explotando agunas de
interés maderable, como cedro y cancharana, entre
otras.
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Tabla 5 Arboles nativos

Familia Especie Nombre comun
Aquifoliaceae llex paraguariensis A. St. -Hil. var. paraguariensis yerba mate
Araucariaceae Araucaria angustifélia (Bertol) Kuntze pino parana
Arecaceae Arecastrum romanzoffianum (Cham.) Becc pind6
Bignoniaceae* Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo lapacho negro
Boraginaceae Cordiatrichotoma (Vell.) Steud. peteribi
Boraginaceae Patagonula americana L. guayaibi
Cecropiaceae Cecropia pachystachya Trécul ambay
Fabaceae Apuleia leiocarpa J.F.Macbr. grapia
Fabaceae Dalbergia variabilis Vogel isapuy
Fabaceae Holocalyx balasae Micheli alecrin
Fabaceae Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong timbo
Fabaceae Lonchocarpus leucanthus Burkart rabo it4
Fabaceae Lonchocarpus muehbergianusHassl. rabo molle
Fabaceae Parapiptadenia rigida (Benth.) Brennan anchico colorado
Fabaceae Mirocarpus frondosus Allem. incienso
Fabaceae Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. cahafistula
Fabaceae Inga uruguensis Hooker & Arn. -

Fabaceae Inga marginata Willd. inga

Lauraceae Nectandra megapotamicaM ez laurel negro
Lauraceae Ocotea puberula(Rich.) Nees laurel negro
Lauraceae Nectandra lanceolata Ness & Mart laurel amarillo
Malvaceae Bastardiopsis densiflora (Hook. & Am.) Hassl. loro blanco
Méliaceae Cabralea canjerana(Vell.) Mart. cancharana
Meliaceae Cedrela fissilis Vell. cedro
Meliaceae Trichilia mollis C.DC. catigua
Meliaceae Trichilia catigua A. Juss. catiguéa guazd
Moraceae Maclura tinctoria (L.) D.Don ex Steud. mora amarilla
Myrtaceae Hexaclamis edulis (O.Berg) Kausel & D. Legrand -

Rosaceae Prunus subcoriacea Koehne persiguero
Rutaceae Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl. guatambu blanco
Rutaceae Helieta apiculata Benth. canelado venado
Rutaceae Fagara rhoifolia (Lam.) Engl. tembetari
Sapindaceae Diatenopteryx sorbifolia Radlk. maria preta
Sapindaceae Cupania vernalis Cambess. -

Sapotaceae Chrysopyllum gonocarpum (Mart. & Eichler) Engl. aguay
Sapotaceae Chrysopyllum marginatum (Hook. & Arn.) Radlk. vasurifia

*Especie resinosa

Tabla 6 Estrato arbustivo

14
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Familia Especie Nombre comin
Apocinaceae Tabernaemontana catharinensisA.DC. horquetero
Euphorbiaceae Manihot grahamii Hook. mandioca brava
Fabaceae * Acacia velutinaBertold. yuqueri
Piperaceae Piper gaudichaudianum Kunth ex C.DC. rodilladeviga
Solanaceae Solanum granuloso- leprosumbDunal fumo bravo
Ulmaceae Celtisiguanaea(Jacg.) Sarg. taa
Ulmaceae * Celtistala Gill. ex Planch. tala
Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz & Pav) Pers. nifio rupa

* Especie resinosa

Tabla 7 Especies herbéaceas

Tabla 8 Enredader as

Familia Especie Nombre comin Familia Especie Nombre comin
Lamiaceae * Leonurus sybiricusL. colade ledn Bignoniacese  Pyrostegia venusta Miers Bignonia venusta
Oxalidaceae Oxalis conorrhizaJacq. vinagrillo, trébol falso
Sapindaceae Cardiospermun halicacabum L. corazoncillo

*Especie resinosa

Tabla 9 Especiesintroducidas

Familia Especie Nombre comin

Asteraceae* Baccharis dracunculifolia DC. chilca
Myrtaceae * Eucalyptus sp. eucalipto
Rhamnaceae Hovenia dulcis Thunb. palito dulce
Rutaceae* Citrus sp. citricos
Salicaceaeg* Populus spp. adlamo
Pinaceae * Pinus elliottii Engelm pino
Pinaceae* Pinustaeda L. pino

*Especie resinosa

Apéstoles. La zona bajo estudio esta comprendida en
el extremo sur de la provincia de Misiones, faa
ocupada por el “Distrito del urunday” (Martinez-
Crovetto 1963), limitando con el “Distrito de los
campos”. Toda la region ha sufrido una modifica-
cién importante en cuanto a vegetacion, encontran-
dose en una sucesion secundaria mantenida por la
accion antrépica y con representantes de lo que €l
citado autor llamo integrantes de la “capuera”.

15

Puede considerarse como una zona de transicion
entre ambos distritos donde |a vegetacion arbdrea se
encuentra casi exclusivamente representada por
Schinus molle y Lithraea molleoides, como |as espe-
cies mas conspicuas y de mayor “presencia”, ambos
eran acompafiantes mas notables del “urunday”,
Astronium balansae, hoy ausente y cas en extin-
cion. Los lugares inundables se encuentran total-
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mente ocupados por Cephalanthus glabratus, “sa- Actualmente encontramos una mezcla importante de
randi”. plantas cultivadas y propias de ambientes alterados
que se describen a continuacion.

Tabla 10 Arboles nativos

Familia Especie Nombre comin
Anacardiaceae * Lithraea molleoides (Vell.) Engl. chichitanegra
Anacardiaceae * Schinus terebintifolius Raddi chichitablanca
Apocinaceae Tabernaemontana catharinensis A. DC. palo vibora, sapirandi
Euphorbiaceae Sapium haematospermum Mull. Arg. curupi
Fabaceae Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. cafafistula
Fabaceae Parapiptadenia rigida (Benth) Brenan anchico colorado
Rutaceae Fagara rhoifolia (Lam.) Engl. tembetari

*Especie resinosa

Tabla 11 Palmeras

Familia Especie Nombre comin
Arecaceae Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. mbocaya
Arecaceae Arecastrum romanzoffianum (Cham.) Becc. pind6
Arecaceae Butia yatay (Mart.) Becc. yatay

Tabla 12 Estrato arbustivo

Familia Especie Nombr e comin
Aquifoliaceae Ilex paraguarienses St.Hil.var.paraguariensis yerba mate
Anacardiaceae Schinus longifolius (Lindl.) Speg. molle
Asteraceae Vernonia tweedieana Baker -
Asteraceae Baccharis dracunculifolia DC. Chilca
Erytroxylaceae * Erytroxilon sp. -

Fabaceae * Acacia caven(Moalina) Molina Espinillo
Fabaceae Mimosa paraguariae Micheli Pitanga
Fabaceae Senna obtusifolia L. falso café
Méliaceae Trichilia claussenii C.DC. Catigua
Sapindaceae Allophylus edulis (A. St.-Hil., A. Juss. & Cambess.) Radlk. Koku
Solanaceae Solanum granul oso-leprosum Dunal fumo bravo
Rubiaceae Cephalanthus glabratusk. Schum Sarandi

*Especie resinosa

16
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Tabla 13 Especies herbaceas

Familia Especie Nombr e comin
Asteraceae Senecio brasiliensis (Spreng.) Less Primavera
Asteraceae Aster sp. mariamole
Asteraceae Solidago chilensis Meyen varade oro
Asteraceae Pterocaulon sp. -

Asteraceae Vernonia chamaedrys Less. -

Apiaceae Eryngium eburneum Decne. Tuturutd

Berberidaceae Berberis sp. -

Malvacese Sdarhombifolia L. escoba dura

Poaceae Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze -

Poligonaceae Polygonum punctatum Schwein.ex Meissn.

Pontederiaceae Pontederia cordata L. -

Solanaceae Solanum villarisense Moroni tutia negra

Solanaceae Solanum glaucophyllum Desf. duraznillo blanco

Solanaceae Solanum atropur pureum Schrank -

Verbenaceae Glandularia sp. margarita punzé

Verbenaceae Vitex litoralis Kunth -

Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Per. -

Verbenaceae Vitex megapotamica (Spreng.) Moldenke Taruma

Tabla 14 Especiesintroducidas
Familia Especie Nombre comin

Cupresaceae Thuja sp. tuya
Cupresaceae Juniperus sp. -
Myrtaceae Callistemon R. Br. limpiatubos
Myrtaceae * Eucaliptus sp. eucalipto
Protaceae Grevillearobusta A. Cunn. roble sedoso
Ramnaceae Hovenia dulcis Thunb. palito dulce
Rosaceae * Mespilus germanica L. nispero
Rutaceae Citrus spp. -
Scrofulariaceae Paulownia tomentosa(Thunb.) Steud. kiri
Salicaceae Populus spp. alamo

*Especie resinosa

B. C. A continuacion se presentan los resultados

obtenidos en las determinaciones de indice de oxi-

daciony contenido de compuestos f

Tabla 15 indice de oxidacién de los

endlicos.

Tabla 16 Contenido de compuestos fenélicos en las

localidades bajo estudio

propéleosen las

tres zonas analizadas

L ocalidad Compuestos fenolicos

El Soberbio 1291a
Eldorado 13.29a
Apodstoles 14.65a

D. Los resultados obtenidos en los ensayos de con-

L ocalidad s

El Soberbio 737b
Eldorado 1.30a
Apbstoles 18.42 ¢

trol sobre hongos y bacterias fitopatdgenas son los
siguientes:

17
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Tabla 17 Ensayo compar ativo de efectividad en el control de Curvularia oryzae en distintas concentraciones (%) de
propdleos en solucién etandlica

Tratamientos Testigos
L ocalidades
2% 1% 6% 8% 10% Etanol Acuoso
|EbSotebies 3.58abc 2.25a 3.22abc 3.07ab 2.85ab 4.67bc 5.55¢
Eldorado 3.22ab 3.58ab 2.90a 2.67a 3.20ab 4.67ab 5.55b
Ap6stoles 3.18ab 3.73a 3.08ab 3.40ab 2.72a 4.67ab 5.55b

Letras digtintas indican diferencias significativas (p<=0.05).

Figura5 Comportamiento de las diluciones a 10% de prop6leos (abajo) respecto a los testigos (arriba)
alos 5 diasde cultivo

Tabla 18 Control de bacteriasfitopatégenas con extractos etandlicos de propdleos,
utilizando la técnica de microdifusion.

Familia Especie Nombre comin
10 % 6,90 a
6% 16,95 b
2% 18,69 b
8% 18,89 b
4% 21,16 b
Testigo 55,14 c

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

18
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Figura 6 Actividad antimicr obiana y bactericida sobre bacterias fitopatdgenas de soluciones de propdleos aplicadas

con la técnica de microdifusion en placa de agar

El Soberbio al 8% El Soberbio al 10%

Testigos

Testigos

Discusion

A. Relevamiento de la vegetacion. En las tres &reas
estudiadas la vegetacion ha sido modificada antré-
picamente y en forma diferente. En las &reas de
influenciade los apiarios se distinguen:

Area de El Soberbio: con menor forestacion o
cultivo, hay presencia de citricos y mayor superfi-
cie forestada con eucaliptos que pinos.

Area de Eldorado: con importantes forestaciones
de pino y eucaliptos en relacion uno a uno, zonas
de campo y capuera.

19

Eldorado al 8%

Apostoles al 6%

Eldorado al 10%

Apostoles al 10%

Area de Apostoles. amplias forestaciones de euca-
liptos y menor de pinos.

B. Indice de Oxidacion. De acuerdo a los resulta-
dos de los ensayos, se encontraron diferencias
significativas entre las distintas localidades. El
propdleos de lalocalidad de Apdstoles presenta un
alto Indice de Oxidacion (18.42 s) a diferencia de
El Soberbio (7.37 ) y € propdleos de lalocalidad
de Eldorado se distingue con el valor més bgjo
(1.3 9), siendo por lo tanto €l mejor respecto a esta
caracteristica
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Maidana (1997) clasifica a los prop6leos en bruto
de acuerdo a indice de Oxidacion en tres tipos.
Segun esa clasificacion en este trabgo € prop6-
leos de Eldorado es de tipo “A” (0 -1.5 s); mien-
tras que € de El Soberbio y Apdstoles es del tipo
“C” (5.1-12.09).

C. Cuantificacion de compuestos fendlicos: En €
contenido de compuestos fendlicos no se observé
diferencias significativas entre las tres zonas bajo
estudio, como puede observarse en la Tabla 2.

El contenido de estos compuestos fendlicos supera
el valor minimo de 5%, establecido en € Regla-
mento Brasilefio de calidad de propdleos (Ministe-
rio de Agricultura de Brasil-APACAME 1999).El
contenido promedio de compuestos fendlicos tota-
les que se encontraron en los propdleos analizados
fue del 13.61% y es superior al 12.33% del Parque
Chaquefio, establecido por Maidanal997, igual-
mente también supera € valor de 16.07% de la
region Noroeste, obtenido por Maldonado 2000,
esta diferencia se debe probablemente a las dife-
rentes especies botanicas que las abgas utilizan
como fuente de resinas.

D. Control de hongos fitopatdgenos. A diferencia
de lo encontrado por (Sanchez & Acebedo 2001),
no se observd que las concentraciones ensayadas
de los digtintos propdleos probados hayan sido
efectivas en e control de la cepa patdgena utiliza-
da en este trabgjo, ya que en generd no fue dife-
rente a los testigos tanto en solucion con etanol y
acuoso (Tabla 18). También puede verse que €
crecimiento fungico en los distintos tratamientos
de propdleos procedentes de las tres regiones no
manifestaron entre si diferencias aparentes en
crecimiento, pero diferenciandose las tres del tes-
tigo. En e control de C. oryzaehubo diferencia
con respecto a testigo, pero si bien son diferentes

como se observa en la Figura 5, esas diferencias
no son significativas estadisticamente.

E. Control de bacterias fitopatégenas: En la Tabla
19 se observa que todas las dosis de propdleos en
extracto etandlico, presentaron diferencias signifi-
cativas con € testigo, en € ensayo para control de
bacterias fitopatdgenas. Aplicando la técnica de
microdifusién en agar no se observo crecimiento
bacteriano, savo en las placas de los tratamientos
testigos, constatandose un eficiente control pre-
ventivo de los propdleos sobre las bacterias; en
coincidencia con lo informado en Argentina por
Sol6rzano et al. (2008), Londofio-Orozco et al.
(2008), en México.

Los resultados preliminares obtenidos en el con-
trol de bacterias mediante el test de microdifusion
fueron promisorios y por lo tanto este aspecto sera
tomado como objetivo de una nueva linea de in-
vestigacion.

Se comprobd que en las tres areas estudiadas la
vegetacion ha sido modificada antrépicamente y
en forma diferente. Actuamente se compone de
18 arboles nativos, 14 especies arbustiva, 4 espe-
cies herbaceas y 7 especies introducidas en la lo-
calidad de El Soberbio, en tanto la vegetacion de
El Dorado se compone de 36 especies de arboles
nativos, 8 especies arbustivas, 3 especies herba
ceas, 1 especie de porte enredadera y 7 especies
introducidas. Finamente en Apdstoles la vegeta-
cion se compone de 7 especies de arboles nativos,
3 especies de palmeras, 12 especies arbustivas, 18
especies herbéceas y 10 especies introduci das.

El indice de oxidacion, el contenido de compues-
tos fendlicos y la accion terapéutica en los propé-
leos provenientes de las tres zonas de estudio de la

provincia de Misiones fueron similares.
20
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La actividad antimicrobiana a las concentraciones
ensayadas no fueron efectivas en e control de
Curvulariaoryzaey s lo fueron sobre Bacillus.
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