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Sensibilidad de bacterias procedentes de pasifloras a
antibiéticos y productos cupricos

Purple passion fruit bacteria sensitivity to antibiotics and
copper products
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Sintoma de bacteriosis
en una hoja de gulupa.
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RESUMEN

La gulupa (Passiflora edulis Sims) es una importante fruta en cuanto a exportaciones en Colombia, esta es ata-
cada por bacterias, entre ellas Xanthomonas axonopodis, pero las alternativas de control basadas en productos
clpricos y antibiéticos no han sido eficientes, suponiendo adquisicién de resistencia a estos productos por
parte de dichos microorganismos. A partir de 111 aislamientos bacterianos asociados a bacteriosis en gulupa
y maracuyé (Passiflora edulis var. flavicarpa Deg.) obtenidos en nueve regiones productoras de Colombia, se
evalué por medio de ensayos in vitro la sensibilidad a ampicilina, cloranfenicol, kasugamicina, oxitetraciclina,
sulfato de estreptomicina, sulfato de kanamicina y validamicina; y a dos bactericidas ctpricos, oxicloruro y
sulfato de cobre. Los resultados indicaron que los mayores porcentajes de sensibilidad a antibidticos, excluyen-
do el cloranfenicol que no es de uso agricola, fueron obtenidos con sulfato de estreptomicina (25 mg L) con
un 79% de aislamientos sensibles. Toda la poblacién evaluada fue sensible a sulfato de cobre en una concentra-
cién de 750 mg L'%; y por el contrario, con oxicloruro de cobre (100% de la poblacién) presentd resistencia. En
general, aproximadamente el 47,9% de los aislamientos presentd resistencia a los productos evaluados, lo cual
corresponderia al uso de otras alternativas de control de enfermedades fitobacterianas en el cultivo.
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ABSTRACT

The purple passion fruit (Passiflora edulis Sims.) is an important export fruit in Colombia. It is attacked by
bacteria, including Xanthomonas axonopodis, and control alternatives based on copper products and antibiotics
have not been effective, assuming acquisition of resistance to these products by these microorganisms.
From 111 bacterial isolates associated with bacterial blight in purple passion fruit (Passiflora edulis Sims)
and passion fruit (Passiflora edulis var. flavicarpa Deg.) from nine regions of Colombia, an In vitro test was
applied to evaluate the sensitivity of strains to ampicillin, chloramphenicol, kasugamycin, oxytetracycline,
streptomycin sulphate, kanamycin sulphate and validamycin, and two copper bactericides: oxichloride and
copper sulphate. The results showed that the highest rates of sensitivity to antibiotics were obtained with
chloramphenicol (50 mg L!) and streptomycin sulphate (25 mg L!), with 83% and 79% of susceptible isolates,
respectively. Throughout the study the population was sensitive to copper sulphate at a concentration of 750
mg L', and conversely, copper oxychloride (100 % of the population) exhibited resistance. Overall, about
479 % of the isolates were resistant to the tested products, which would correspond to the use of alternative

controls of phytobacterial disease in this crop.

Additional key words: Passiflora edulis Sims, antimicrobial, resistance.
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INTRODUCCION

La mancha de aceite, causada por un complejo de
bacterias, entre las cuales se encuentra Xantho-
monas axonopodis, en Colombia es una de las
enfermedades mas limitantes en plantaciones
de gulupa (Passiflora edulis Sims.) y maracuya
(Passiflora edulis var. flavicarpa Deg.) (Guerrero
y Hoyos-Carvajal, 2011). Las pérdidas causadas
por esta enfermedad generan reduccién de ga-
nancias, erradicacién de cultivos y aumento de
costos por los elevados precios de los productos
quimicos empleados como estrategia de control.
Adicionalmente, el dificil manejo de esta en-
fermedad esté relacionado con la capacidad del
agente causal de infectar varias especies de pasi-
flordceas (Manicom et al., 2003). Para su control,
en Colombia, se realizan aplicaciones no autori-
zadas de antibiéticos como estreptomicina, ka-
sugamicina y validamicina, ya sean solos o en
mezcla con productos cipricos como sulfato y
oxicloruro de cobre. En tanto que las evidencias
en plantaciones de maracuya demuestran que la
eficacia de estos productos es relativa (Manicom
et al,, 20083), lo que ha llevado a aplicaciones ge-

neralizadas, aumentando el riesgo de generar re-
sistencia en las poblaciones del patégeno a estos
productos. La aparicién de aislamientos resisten-
tes a agentes de control, ha sido reportada como
la principal causa de la reducida eficacia de estos
(Llacer et al. 2000; Quezado et al. 2003; Duffy et
al,, 2011; McGhee y Sundin, 2011.)

Los primeros casos de aislamientos de Xanthono-
nas sp. resistentes a estreptomicina, fueron repor-
tados en Florida, EE.UU., a principios de los afios
sesenta en plantaciones de tomate y pimienta
(McManus et al, 2002). Pero el caso mas grave
de resistencia a este antibi6tico, es el de Erwinia
amylovora, ya que no se disponen de medidas de
control alternativas que brinden resultados épti-
mos (Llacer et al,, 2000; McGhee y Sundin, 2011).
Se han encontrado genes en plasmidos conjun-
tivos que estan relacionados con la resistencia a
estreptomicina en aislamientos de Xanthomonas
sp., Erwinia sp.'y Pseudomonas sp. (Llop et al., 2012;
Behlau et al., 2012). Otros casos de resistencia a
productos como kasugamicina y validamicina
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han sido reportados (Ishikawa et al., 2004; Oli-
veira et al,, 2007; Adaskaveg et al., 2008). Antibi6-
ticos como ampicilina y cloranfenicol, han sido
poco empleados para el control de enfermedades
fitosanitarias, pero al tener un amplio espectro de
accién, estdn cobrando fuerza como agentes de
control de bacteriosis en plantas ornamentales,
con un alto riesgo pues son de uso en humanos,
generando a futuro problemas serios de resisten-
cia, por tanto su uso debe ser experimental, mas
no extendido en agricultura (Pérez, 1994).

El cobre es uno de los bactericidas més utilizados
en todo el mundo, pero diversos experimentos
han demostrado la existencia de cepas resistentes
a concentraciones bajas de este producto (Queza-
do et al, 2003; Martin et al., 2004; Maneguim et
al., 2007; Behlau et al,, 2012). Behlau et al. (2012)
afirman que, dependiendo de la cepa, hay presen-
cia de genes cop de resistencia a cobre: copL, copA,
copB, copM, copG, copC, copD, y copF, y pueden es-
tar localizados en pldsmidos o en el cromosoma.

Debido al eventual uso de antibiéticos en plan-
taciones de pasifloras, el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la sensibilidad a algunas de
estas moléculas y productos ctpricos de uso agri-
cola en condiciones de laboratorio, utilizando 111
aislamientos bacterianos provenientes de cultivos
de gulupa y maracuyd de diferentes localidades de
Colombia con sintomatologia de bacteriosis.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se emplearon 111 aislamientos bacterianos, pro-
venientes del cepario del laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Uni-
versidad Nacional, Bogotd, provenientes de bac-
terias asociadas a sintomas de bacteriosis en cul-
tivos gulupa (P. edulis) y maracuya (P. edulis var.
flavicarpa) (tabla 1), ubicados en diferentes re-
giones de Colombia como los departamentos de
Cundinamarca, Huila, Valle del Cauca, Santan-
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der, Antioquia, Boyaca, Tolima, Meta, Risaralda
y Caldas. Los aislamientos fueron identificados
mediante pruebas bioquimicas especializadas,
pruebas moleculares, y mantenidas en glicerol
15% a -20°C; se sembraron en agar nutritivo
(OXQOID) (AN) a 28°C cuando se requirieron.

Evaluacion de la sensibilidad a antibioticos y
productos cupricos

La sensibilidad in vitro, se determiné median-
te el método modificado de incorporaciéon en
agar descrito por Quezado et al. (2003), suple-
mentando AN con el antibiético a evaluar. Los
experimentos fueron realizados con diferentes
grupos de antibidticos, aminoglucésidos (estrep-
tomicina: 25 mg L, sulfato de kanamicina: 25
mg L', kasugamicina: 200 mg L"), tetraciclinas
(oxitetraciclina: 25 mg L), penicilina (ampicili-
na: 50 mg L), fenicol (cloranfenicol: 50 mg L7)
y validamicina (validamicina: 200 mg L*). Para
preparar las suspensiones bacterianas, fueron
empleadas colonias de cada uno de los aislamien-
tos, incubadas durante 48 h a 28°C, y resuspen-
didas en agua destilada estéril hasta obtener una
concentracién de 107 ufc/mL. La siembra de las
suspensiones se realizé en cdmara de flujo ho-
rizontal Streamline®, afadiendo alicuotas de 10
uL de la suspensién bacteriana en seis puntos
distintos del medio suplementado con el antibié-
tico. Cada uno de los aislamientos fue sembrado
de la forma anteriormente descrita y luego de la
siembra, se esperd la incorporacién de las gotas
al medio, y fueron incubadas por 48 h a 28°C.
Como control, se sembraron las mismas suspen-
siones bacterianas en cajas de Petri con AN no
suplementado, e incubadas bajo las mismas con-
diciones.

La sensibilidad in vitro a productos ctpricos de los
111 aislamientos, se evalué mediante la metodo-
logia empleada por Loper et al. (1991) y Cooksey
et al. (1990), suplementando AN con oxicloruro de
cobre y sulfato de cobre a una concentracion final
de 750 mg L', y la metodologia de siembra fue
similar a la descrita para medios con antibiéticos.
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Tabla 1. Informacion general de los aislamientos bacterianos asociados a pasifloras empleados en el estudio.

Consecutivo | Especie vegetal 0|;g3|2?1tie Departamento Municipio (ﬁ:’::]l::) Iﬁ':;p(?,g Género presuntivo
FABOO1 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FAB002 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FABOO3 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FAB0OOS P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Burkholderia spp.
FABOO6 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FAB0OO8 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pseudomonas spp.
FABO09 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pseudomonas spp.
FABO11 P edulis Hoja Cundinamarca Silvania 1.470 20 Erwinia spp.
FABO13 P edulis Hoja Cundinamarca Silvania 1.470 20 Pantoea spp.
FABO15 P edulis Hoja Cundinamarca Silvania 1.470 20 Burkholderia spp.
FABO16 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FABO17 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FABO18 P edulis Fruto Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FABO20 P edulis Fruto Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FABO21 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Pantoea spp.
FABO25 P edulis Hoja Cundinamarca | Granada 1.890 14 E’;‘;‘gﬁé’a‘;‘c’)
FABO26 P edulis Hoja Cundinamarca | Granada 1.890 14 E’g:fﬁgga’;‘;
FAB027 P edulis Fruto Cundinamarca | Granada 1.890 14 E’gﬁ‘:}fﬁag‘(’)
FABO28 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Pantoea spp.
FABO30 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO31 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 iEinedr:?ic]i‘itSar(]it())
FABO032 P edulis Tallo Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO34 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO35 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Burkholderia spp.
FABO37 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 iEjnedn(:)[g}ESargj%
FAB040 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Pantoea spp.
FABO41 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB042 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Burkholderia spp.
FAB043 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 FdnednTicE(?ar:j%
FAB045 P edulis Tallo Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FAB047 P edulis Tallo Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FAB048 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Burkholderia spp.
FAB049 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.

(Contintia en la siguiente péagina)
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Consecutivo | Especie vegetal Usges el Departamento Municipio A Tempgra- Género presuntivo
la planta (msnm) | tura (°C)
FABO50 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO51 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB052 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FAB053 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FABO54 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FABO55 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO56 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO57 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO58 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO59 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB0GO P edulis Zaelrlﬁral Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FAB062 P edulis Tallo Cundinamarca Venecia 1.423 18 .E”dof'FO o
central identificado
FABO63 P edulis Fruto Boyaca Buena Vista 1.984 18 Erwinia spp.
FABOG4 P edulis Fruto Boyacé Buena Vista 1.984 18 Erwinia spp.
FABO65 P edulis Hoja Boyaca Buena Vista 1.984 18 Erwinia spp.
FABO66 P edulis Hoja Boyacé Buena Vista 1.984 18 Erwinia spp.
FABOG7 P edulis Hoja Boyaca Buena Vista 1.984 18 Pseudomonas spp.
FABOG8 P edulis Hoja Boyacé Buena Vista 1.984 18 Erwinia spp.
FABOG9 P edulis Fruto Boyacé Buena Vista 1.984 18 Pantoea spp.
FABO70 P edulis Fruto Boyach Buena Vista | 1.984 18 Endiito no
identificado
FABO71 P edulis Fruto Boyacé Buena Vista 1.984 18 Xanthomonas spp.
FABO72 P edulis Izllgral Boyach BuenaVista | 1.984 18 Erwinia spp.
FABO73 P edulis I";':ﬁral Boyach BuenaVista | 1.984 18 Xanthomonas spp.
FABO74 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FABO75 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Pseudomonas spp.
FABO76 P edulis Hoja Cundinamarca San 1.600 20 Erwinia spp.
Bernardo
FABO77 P edulis Hoja Huila La Argentina | 2.408 18 Erwinia spp.
FABO78 P edulis Fruto Huila La Argentina | 2.408 18 Xanthomonas spp.
FABO79 P edulis Tallo Huila La Argentina | 2.408 18 Erwinia spp.
FAB080 P edulis Fruto Cundinamarca San 1.600 20 .E”d°T'F° no
Bernardo identificado
FABO81 R edulis Fruto Cundinamarca San 1.600 20 Enddfito no
Bernardo identificado
FAB082 P edulis Hoja Huila La Argentina | 2.408 18 Erwinia spp.
FABO83 P edulis Hoja Huila Gigante 860 24 Erwinia spp.

(Contintia en la siguiente pégina)
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Consecutivo | Especie vegetal Olgg;Ig?lt(:]e Departamento Municipio (ﬁ::::::) Iﬁ';p(fg Género presuntivo
FAB085 P edulis Hoja Antioquia Pefiol 2.000 17 Erwinia spp.
FABO86 P edulis Fruto Tolima Cajamarca 1.814 19 Erwinia spp.
FABO87 P edulis Fruto Tolima Cajamarca 1.814 19 Xanthomonas spp.
FAB088 P edulis Hoja Tolima Cajamarca 1.814 19 Xanthomonas spp.
FABO89 P edulis Fruto Antioquia Pefiol 2.000 17 Erwinia spp.
FAB090 P edulis Tallo Tolima Cajamarca 1.814 19 Pseudomonas spp.
FABO91 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Xanthomonas spp.
FAB092 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB093 P edulis Hoja Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB094 ;a(‘e/i’:uali;/ar. Fruto Meta San Martin 420 27 Erwinia spp.
FAB095 ;;/Z;[;Ii;;ar' Fruto Meta San Martin 420 27 Erwinia spp.
FAB096 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB097 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Erwinia spp.
FAB098 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Pseudomonas spp.
FAB099 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Pantoea spp.
FAB100 P edulis Fruto Cundinamarca Granada 1.890 14 Pseudomaonas spp.
FAB101 P edulis Hoja Cundinamarca gzrnar do 1.600 20 Xanthomonas spp.
FAB102 P edulis Hoja Cundinamarca EZ?nar do 1.600 20 Erwinia spp.
FAB103 P edulis Hoja Cundinamarca EZ?nar do 1.600 20 Erwinia spp.
FAB104 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FAB105 P edulis Hoja Cundinamarca Venecia 1.423 18 Erwinia spp.
FAB106 P edulis Hoja Tolima bagué 1.225 2% E”;‘ggga’;‘;
FAB107 P edulis Hoja Tolima Ibagué 1.225 24 Erwinia spp.
FAB108 P edulis Fruto Tolima Ibagué 1.225 24 Erwinia spp.
FAB109 P edulis Fruto Tolima Ibagué 1.225 24 Xanthomonas spp.
FAB110 P edulis Fruto Tolima Ibagué 1.225 24 Xanthomonas spp.
FAB111 ;aiﬂ; ;’a“ Hoja Valle del Cauca | Pradera 1.070 23 Erwinia spp.
FAB112 P edulis Fruto Caldas Manizales 2.150 18 Erwinia spp.
FAB113 P edulis Fruto Caldas Manizales 2.150 18 Erwinia spp.
FAB114 P edulis Hoja Caldas Manizales 2.150 18 Erwinia spp.
FAB116 P edulis Hoja Risaralda Manizales 2.150 18 E”ednimsa’;%
FAB117 Pquadrangularis | Hoja Risaralda g(taaést?asla 1.701 19 Erwinia spp.

(Contintia en la siguiente pagina)
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Consecutivo | Especie vegetal U ey Departamento Municipio il Temptzra- Género presuntivo
la planta (msnm) | tura (°C)
. . . Sta. Rosa .

FAB118 Pquadrangularis | Hoja Risaralda de Cabal 1.701 19 Erwinia spp.
P edulis var. Sta. Rosa Endéfito no

FAB119 favicarpa Fruto Valle del Cauca de Cabal 1.701 19 identificado

FAB120 P edu//s var. Hoja Valle del Cauca Pradera 1.070 23 Xanthomonas spp.
flavicarpa

FAB121 F. edulis var. Hoja Valle del Cauca | Pradera 1.070 23 Erwinia spp.
flavicarpa

FAB122 F> eduls var. Fruto Valle del Cauca | Pradera 1.070 23 Endofito no
flavicarpa identificado

FAB123 P e(ju//s var. Hoja Valle del Cauca La Unién 938 24 Pantoea spp.
flavicarpa

FAB124 P eduls var. Hoja Valle del Cauca | La Unién 938 2 Erwinia spp..
flavicarpa

FAB125 P edulis var Hoja Valle del Cauca | La Unién 938 2 Xanthomonas spp.
flavicarpa

FAB126 P> eduls var. Hoja Valle del Cauca | La Unién 938 2 Erwinia spp.
flavicarpa

FAB127 P edulis var. Hoja Valle del Cauca | La Unién 938 2 Erwinia spp.
flavicarpa

FAB128 P eq’u//s var. Hoja Valle del Cauca Toro 944 23 Xanthomonas spp.
flavicarpa

FAB129 P eq’uhs var. Hoja Valle del Cauca Toro 944 23 Xanthomonas spp.
flavicarpa

FAB130 F eq’u//s var. Hoja Valle del Cauca Roldanillo 938 23 Xanthomonas spp.
flavicarpa

Transcurrido el tiempo de incubacién, se observé
la presencia o ausencia de crecimiento bacteria-
no en los seis puntos de siembra, considerdndose
resistentes los aislamientos que presentaron cre-
cimiento confluente sobre la superficie del me-
dio en las seis repeticiones.

Esto permitié determinar el nimero de aisla-
mientos sensibles a los diferentes productos que
fueron expuestos, ademds de su correlacién con
el porcentaje de aislamientos resistentes para
cada antibiético y producto ctprico evaluado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior a la incubacién del material biolégico
en los medios suplementados, se observé que los
aislamientos sensibles a los antibidticos y pro-

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

ductos ctpricos fueron incapaces de crecer sobre
la superficie del medio, contrario a lo observado
en los aislamientos resistentes. Cada uno de los
aislamientos sembrados, fue comparado con su
respectivo control.

Esto indica que el método de incorporacién de
los materiales en el agar empleado permitié la
evaluacién efectiva de los diferentes productos,
ya que no se presenté inactivacién de ninguno
de estos y se observé con claridad la respuesta de
los aislamientos a los productos evaluados. Adi-
cionalmente, con esta metodologia se logré de-
terminar la eficacia de los antibiéticos o productos
ctpricos para inhibir o destruir a los microorganis-
mos, atravesando las barreras superficiales de las
bacterias y después fijandose sobre su respectivo
sitio de accién. Por el contrario, en los aislamien-
tos resistentes, a través de diferentes mecanismos
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de resistencia como la inhibicién enzimatica de
antibidtico, la impermeabilidad de la membrana
y la modificacién de rutas metabdlicas (median-
te cambio de moléculas o sitios de accién espe-
cificos del antibiético), pueden repercutir en la
efectividad de los diferentes productos evaluados
(Pérez, 1998; Balaban er al., 2004).

Wiuff er al. (2005) usando Escherichia coli CAB1
como modelo, y exponiéndola a antibidticos de
cinco clases diferentes (ampicilina, ciprofloxaci-
na, rifampicina, estreptomicina y tetraciclina),
proponen que en un medio, puede suponerse que
se presentan fenémenos como la descomposicién
de antibiéticos, la resistencia heredada y la resis-
tencia fenotipica, siendo estas tltimas dos fené-
menos existentes, demostrando que las subpobla-
ciones resistentes generadas por la exposicién a
una concentracién de un antibiético (por ejemplo
constantes exposiciones en campo) también son
resistentes a concentraciones mas altas del mismo
antibiético y pueden tener resistencia cruzada a
otros antibiéticos.

Sensibilidad de aislamientos bacterianos
a antibioticos

Algunos de los antibiéticos inhibieron el creci-
miento en agar sobre la totalidad de los aisla-
mientos evaluados (tabla 2), que incluyeron gé-
neros como Burkholderia sp., Erwinia sp., Pantoea
sp., Pseudomonas sp., Xanthomonas sp. Los resulta-
dos indican que el tratamiento con cloranfenicol
—fenicol- a 50 mg L! presenté el mayor porcen-
taje de inhibicién (83%) sobre los aislamientos
probados. Si se analizan los resultados a partir
de las concentraciones empleadas, el sulfato de
kanamicina y sulfato de estreptomicina evalua-
dos a 25 mg L}, presentan porcentajes de control
alto, 83% y 87%, respectivamente.

Con kasugamicina (200 mg L"), se observé un
control en el 50,4% de los aislamientos bacte-
rianos evaluados. Los menores indices de sen-
sibilidad se observaron con ampicilina (50 mg
L) y con validamicina (200 mg L), que pese a
su alta concentracién, solo inhibié aproximada-

Tabla 2. Evaluacion in vitro de sensibilidad a antibidticos en 111 aislamientos hacterianos asociados a P. edulis

No. > . No. Porcentaje de . .
Producto . . Géneros bacterianos . . : . Géneros bacterianos
aislamientos S aislamientos aislamientos .
evaluado . sensibles . . 0 resistentes
sensibles resistentes resistentes (%)
Sulfato de 81 4 Bk, 40 Er, 9 Pt, 5 Ps, 30 27 1Bk, 14 Er, 3Pt, 2Ps, 6
Kanamicina 13 Xs, 10 NI. Xs, 4 NI.
Sulfato de 87 5Bk, 44 Er, 10 Pt, 5 Ps, 23 23 10 Er, 2 Pt, 2 Ps, 5 Xs,
Estreptomicina Xs, 10 NI. 4 NI.
. 4 Bk, 45 Er, 11 Pt, 7 Ps 1Bk, 9Er, 1Pt, 3Xs
2 ' ' ’ ' . ' ’ '
Cloranfenicol 92 16X, 9 NI. 19 171 5Nl
1Bk, 7Er, 3Pt 1Ps 4Bk, 47 Er, 9 Pt, 6 Ps
2 , ' ' ' ’ ' 4 ’
Ampicilina 14 2 Xs. 97 87,3 17Xs, 14 NI,
- 4Bk, 25Er,6Pt,5Ps, 8 1Bk, 29 Er, 6 Pt, 2 Ps,
Kasugamicina 55 Xs, 7N, 56 50,4 11Xs, 7Nl
. 5Bk, 53 Er, 11 Pt, 6 Ps,
Validamicina 5 1Er, 1Pt 1Ps, 2Nl 106 95,5 19Xs, 12 NI
Oxitetraciclina® 15 2Bk, 1Er, 1Pt, 3Ps, 8Xs. 8 34,7 2Bk, 3Er, 1Pt, 2Xs.

v Bk: Burkholderia sp.; Er: Erwinia sp.; Pt: Pantoea sp.; Ps: Pseudomonas sp.; Xs:Xanthomonas sp.; NI: Endéfitos no identificados.
2 Antibidticos restringidos para agricultura. Su uso en plantas representa riesgos altos en el ambiente y en salud humana.

3 Evaluacion realizada en 23 aislamientos bacterianos.
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mente el 9% de las bacterias evaluadas. La resis-
tencia por parte de los aislamientos a dos de los
aminoglucésidos evaluados, sulfato de kana-
micina y kasugamicina, se puede relacionar
con elementos y mecanismos de resistencia cro-
mosémicos y extracromosémicos (Behlau ez al.,
2012); los primeros se deben a mutaciones en los
loci, que conllevan a cambios en las proteinas
ribosémicas en las que se fijan estos antibidti-
cos. En el segundo mecanismo se dan elementos
moviles de resistencia como los transposones
y pldsmidos, en donde se encuentran enzimas
modificantes (como acetiltrasferasas, nucleo-
tidiltransferasas y fosfotransferasas) que impi-
den la entrada del aminoglucésido a través de
la membrana celular (Ddmaso, 1990). Por otra
parte, se ha reportado efectividad del control in
vitro de kasugamicina sobre aislamientos bacte-
rianos fitopatégenos a concentraciones superio-
res a las empleadas en este trabajo (500 y 700
mg L) (Sales et al., 2005). Oliveira et al. (2007)
reportaron que a concentraciones de 87 mg L,
este producto no ejerce control sobre bacterias
fitopatégenas.

Un alto nimero de aislamientos fueron sensi-
bles al sulfato de estreptomicina a 25 mg L,
con la concentracién maés baja empleada en la
presente investigaciéon (tabla 2). La estrepto-
micina es uno de los antibidticos mdas emplea-
dos en la agricultura mundial desde hace mas
de cinco décadas, y para el cual se han repor-
tado cepas resistentes desde los afios sesenta
(McManus et al., 2002). Los resultados en este
trabajo son contrarios a los de Quezado et al.
(2003), quienes obtuvieron un 60% de aisla-
mientos de Xanthomonas sp. resistentes a sulfato
de estreptomicina a 25 mg L, afirmando que
la resistencia se expresa solo en los niveles bajos
de concentracién. Sin embargo, algunos autores
mencionan resistencia a concentraciones ma-
yores, no solo en especies de Xanthomonas sp.,
sino también de Pseudomonas sp. y E. amylovo-
ra (Misavage et al., 1990; Spotts y Cervantes,
1995; Russo et al., 2008). Por otra parte, en este
trabajo fueron analizadas cepas bacterianas pa-
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togénicas y no patogénicas, similar a lo realiza-
do por Behlau et al. (2012), quienes realizando
aplicaciones de estreptomicina en plantaciones
de citricos afectadas por X. citri encontraron
un significativo aumento de bacterias epificas
resistentes o resistentes a este antibidtico en el
transcurso del tiempo, debido a la presién de se-
leccién para la resistencia bacteriana. Esto, a la
larga, representa un riesgo en agricultura por fe-
némenos de transmisién horizontal de elemen-
tos génicos que puedan conferir resistencia.

En el caso de los resultados con el cloranfe-
nicol, se obtuvo una gran proporcién de aisla-
mientos sensibles (83%). Similar a lo obtenido
por Shenge et al. (2007) para Xanthomonas cam-
pestris pv. vesicatoria en Tanzania, con un /7%
de sensibilidad a una concentracién de 20 mg
L1 del antibiético. Con relacién a los aislamien-
tos resistentes a este antibidtico, es posible que
se deba a impermeabilidad de las células bacte-
rianas al cloranfenicol (resistencia cromosémi-
ca), o sean portadores de elementos méviles de
resistencia extracromosémica, como el Factor R
(Chinedum, 2005). Sin embargo, es necesario
aclarar que este es un antibidtico de uso huma-
no, y tal como se ha advertido hace varios afos,
no debe ser usado en agricultura bajo ningin
escenario. El uso indiscriminado del cloranfe-
nicol en agricultura, normaliza poblaciones
bacterianas con plasmidos de resistencia, sien-
do esto de alto riesgo en salud humana, pues
inutiliza antibiéticos de amplio espectro (Kha-
chatourians, 1998).

La validamicina y la ampicilina presentaron
los menores indices de sensibilidad contrario a
lo reportado por Shenge et al. (2007), quienes
obtuvieron sensibilidad a ampicilina (50 mg L)
de todos los aislamientos evaluados. Los altos
niveles de resistencia resultantes para ambos
antibidticos pueden estar relacionados con re-
sistencia natural. Los aislamientos evaluados
podrian tener esta propiedad intrinseca, que
les permite no ser afectados por los farmacos,
esto puede ser debido al contacto con concen-
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traciones remanentes de los antibiéticos ya que
se encuentran de manera residual en los suelos
(Thiele-Bruhn, 2003). Esta situacién ya ha sido
reportada para validamicina por Ishikawa et al.
(2004), quienes no inhibieron a X. campestris pv.
campestris, en medios suplementados con una
concentracién de 10 mg L! del antibiético, aun
empleando concentraciones superiores a 50 mg
L1 en el presente trabajo (200 mg L), la mayo-
ria de los aislamientos presentan resistencia al
antibidtico.

Para el caso de oxitetraciclina, se obtuvo resis-
tencia con ocho de los 23 aislamientos evalua-
dos. Estos resultados son contradictorios a los
reportados por Quezado et al. (2003) quienes no
obtuvieron aislamientos resistentes a clorhidra-
to de oxitetraciclina a 25 mg L!. Por otro lado,
existen reportes de aislamientos de E. amylovora
(McManus et al., 2002) y Pseudomonas sp. resis-
tentes a oxitetraciclina en concentraciones de
mayores a 50 mg L' (Spotts y Cervantes, 1995;
Zang et al., 2012).

Determinacion de sensibilidad de los
aislamientos, de acuerdo con el nimero
de antibidticos evaluados

El aislamiento de Erwinia sp. FAB095 (San Mar-
tin, Meta) (tabla 1) fue tolerante a seis de los
antibiéticos evaluados. Treinta y siete aisla-
mientos (31%) presentaron sensibilidad a cua-
tro antibidticos de forma compartida. A tres
de seis antibidticos, fue sensible el 25% de la
poblacién, seguido por un 18% y 13% que fue-
ron sensibles a dos y uno de los antibidticos,
respectivamente. Posiblemente la resistencia a
multiples antibidticos (resistencia cruzada) po-
dria estar respaldada por el desarrollo de meca-
nismos de supervivencia eficaces ante diferen-
tes tipos de principios activos de antibidticos.
Este término se relaciona con los antibiéticos
de estructura quimica analoga, ya que si el me-
canismo de accién del antibidtico es similar y
la bacteria es resistente a uno de los integrantes
del grupo, lo serd también para los demas (Chi-

nedum, 2005). Lo que explicaria en este trabajo,
la existencia de aislamientos resistentes de for-
ma simultdnea a los tres aminoglucésidos eva-
luados (sulfato de estreptomicina, kanamicina
y kasugamicina), esto indicaria la posibilidad
de que algunos de los aislamientos evaluados
aqui pueden llevar consigo varios elementos
que confieren resistencia a mdltiples antibiéti-
cos, sin embargo, para que esto sea demostrado,
se deben realizar anélisis moleculares que indi-
quen la presencia de elementos cromésomicos o
extracromosémicos para los diferentes produc-
tos evaluados.

Sensibilidad de los aislamientos
por procedencia de origen

En los principales departamentos productores
de pasifloraceas en Colombia (Boyacd, Cundina-
marca, Meta y Tolima) se observaron aislamien-
tos resistentes a todos los productos evaluados
(tabla 3), estos resultados son el primer reporte
de sensibilidad a antibiéticos y productos ctpri-
cos de bacterias asociadas a bacteriosis en plan-
tas de gulupa del pafs.

Para la region del Valle del Cauca se obtuvo re-
sistencia a estreptomicina por parte de tres ais-
lamientos de Xanthomonas sp., a diferencia de lo
encontrado por Castillo y Granada (1995), quie-
nes obtuvieron la mayor eficacia de control de
X. campestris pv. passiflorae en plantas de mara-
cuyé, con sulfato de estreptomicina e hidréxido
de cobre a concentraciones de 1.000 mg L' y
3.000 mg L, respectivamente. Con kasugami-
cina, estos autores, al igual que en este trabajo,
no obtuvieron un control adecuado de la enfer-
medad.

Actualmente, el control de bacteriosis en culti-
vos de gulupa en Colombia se realiza con kasu-
gamicina y productos a base de cobre (Angulo,
2009), por lo cual los indices de resistencia pre-
sentados para estos productos, se encuentran
relacionados con las aplicaciones realizadas en
dichos departamentos. Ademads, el empleo de
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Tabla 3. Aislamientos asociados a P. edulis con pérdida de sensibilidad a antibioticos por region productora en

Colombia.
No. de No. aislamientos resistentes a diferentes antibidticos*
DRI B aislamientos
Antioguia 2 0 0 0 2 1 2 2
Boyaca " 2 1 2 11 5 9 1
Caldas 4 0 0 1 2 2 4 4
Cundinamarca 62 10 8 11 52 26 59 62
Huila 5 1 0 2 5 3 5 5
Meta 2 2 2 1 2 2 2 2
Risaralda 3 2 0 1 3 3 3 3
Tolima 9 5 4 1 9 6 9 9
Valle del Cauca 13 8 8 0 " 8 13 13
Total m 30 23 19 97 56 106 111

*SK: Sulfato de Kanamicina, SE: Sulfato de Estreptomicina CL: Cloranfenicol AM: Ampicilina K: Kasugamicina VA: Validamicina OC:

Oxitetraciclina

sulfato de kanamicina, cloranfenicol y ampici-
lina, en cultivos de esta pasiflordcea no ha sido
reportado oficialmente, por tanto, los indices
de resistencia a estos productos en los nueve de-
partamentos, posiblemente se relacionarian con
resistencia natural o adquirida (cromosémica o
extracromosémica), como se explicé anterior-
mente.

En cuanto a los datos obtenidos para kasugami-
cina, Cundinamarca y Valle del Cauca (tabla 3),
presentaron el mayor nimero de aislamientos
resistentes a este antibiético 26 y 8, respectiva-
mente en contraste con lo reportado en Brasil
por Oliveira et al. (2007), quienes obtuvieron
resistencia de la totalidad de los aislamientos
provenientes de dos poblaciones del norte de
del pafs. Estudios de sensibilidad de bacterias
fitopatégenas de varias é4reas del Brasil tam-
bién indicaron que los huertos de manzano
que habian recibido numerosos tratamientos
con estreptomicina tenfan una mayor propor-
cién de aislamientos resistentes, mientras que
los huertos que habian recibido pocos o ningtin
tratamiento con estreptomicina, no presenta-
ban aislamientos resistentes (Cooksey, 1990).

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Esto podria indicar que en aquellas regiones de
Colombia, donde todos los aislamientos fueron
sensibles a los antibiéticos (Antioquia, Caldas,
Huila y Risaralda), los productores no hacen
uso generalizado de estos productos, por lo tan-
to las aplicaciones realizadas hasta el momento
no han generado un efecto negativo (resisten-
cia) en las poblaciones de bacterias.

Sensibilidad de aislamientos bacterianos
a productos cupricos

El sulfato de cobre ejercié control sobre toda la
poblacién evaluada con la concentracién de 750
mg L por el contrario con oxicloruro de cobre
se presenté un 100% de resistencia, empledn-
dose la misma concentracién. Los resultados
obtenidos para sulfato de cobre concuerdan con
los reportados por Quezado et al. (2003) y Mi-
trev y Kovacevic (2006), quienes obtuvieron un
100% de aislamientos sensibles de Xanthomonas
sp. a este compuesto cuprico, empleando una
concentracién de 200 mg L.

Maneguim et al. (2007) también reportan sen-
sibilidad de 122 aislamientos de X. axonopodis
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pv. citri a concentraciones de 100 mg L7 de
sulfato de cobre; pero al igual que Quezado et
al. (2003) observaron resistencia a concentra-
ciones de 1 a 50 mg L!. Adicionalmente, para
aislamientos de P. syringae se ha reportado sen-
sibilidad a este compuesto a concentraciones
de 300 mg L', pero a concentraciones de 40-
160 mg L' los aislamientos de esta especie no
son sensibles (Spotts y Cervantes, 1995). Esto
indica que para obtener un control adecuado
de bacteriosis en distintas especies de plantas,
es necesario realizar aplicaciones de sulfato de
cobre superiores a 160 mg L', y para el caso de
este estudio concentraciones de 750 mg L, ya
que a altas concentraciones, los iones de cobre
se unirfan a grupos sulfhidrilo (-SH) de ciertos
aminodcidos, causando la desnaturalizacién de
proteinas y enzimas de las bacterias (Agrios,
20095). Por otra parte, los altos porcentajes de
resistencia presentados para oxicloruro de co-
bre, pueden estar relacionados con las aplica-
ciones en las zonas productoras de gulupa en
Colombia. Con anterioridad se ha reportado
que el aislamiento de bacterias resistentes a
productos a base de cobre, se encuentran rela-
cionados con la aplicacién constante de estos
productos en diferentes especies de plantas
(Maneguim et al., 2007), siendo la presién de
seleccién de los bactericidas y antibiéticos de
accion especifica la causa principal del desarro-
llo de resistencia. Ademds, este uso continuo
de productos a base de cobre ha favorecido la
movilizacién de elementos de resistencia en-
tre las bacterias saprofitas y patégenas de las
plantas (Quezado et al., 2003). Por otra parte,
la mortalidad de diversas bacterias en contac-
to con cobre metélico se cree que estd influen-
ciado por la afluencia de iones de cobre en las
células, pero el mecanismo no se entiende com-
pletamente (Elguindi ez al., 2011); lo que revela
que en el caso del oxicloruro de cobre, posible-
mente la concentracién de iones libres de cobre,
puede ser menor que la obtenida en sulfato de
cobre. Otra de las razones que podrian expli-
car la resistencia adquirida para el oxicloruro
de cobre est4 relacionado con genes de resisten-

cia (genes cop) que pueden estar localizados en
plasmidos nativos, y que a concentraciones no
inhibitorias de los compuestos clpricos, pue-
den activarse.

CONCLUSIONES

Se desconocen otros trabajos similares a este, en
el cual se analicen bacterias asociadas a bacte-
riosis en pasiflordceas en Colombia, en el pre-
sente se abarca una poblacién significativa y
representativa en nidmero y zonas productoras
de pasifloras en el pais de pasiflordceas. El pano-
rama planteado a partir de los resultados sugiere
como alternativa el uso de sulfato de cobre para
control bacteriano u otros metabolitos de origen
microbiano que son generados de procesos de
bioprospeccién para control de enfermedades de
plantas, pero a partir de planeacién y uso racio-
nal, como parte de estrategias de manejo de la
resistencia al cobre, pues como se demuestra en
el trabajo, debido a la presién selectiva que trae
consigo el uso masivo de productos fitosanita-
rios concretamente productos clpricos y anti-
bidticos, se estd en alto riesgo hacer inefectivo el
control quimico de las bacteriosis en gulupa. Es
probable que la aparicién de aislamientos poco
sensibles a antibiéticos en plantaciones de pasi-
flordceas, pueda estar relacionado, entre otros,
con las précticas culturales (rotacién de cultivos
no susceptibles a la bacteria, la eliminacién de
plantas arvenses y manejo de residuos de cose-
cha, entre otros) y la estabilidad de la resistencia
a los agentes quimicos (Quezado et al., 2003;
Maneguim et al., 2007).

Los costos de aplicacién de antibidticos en agricul-
tura no han sido evaluados en el pais en términos
de la aparicién de resistencia de microorganismos
a estos, lo que conlleva a plantearse algunas pre-
guntas como: ?El uso de antibidticos en la agri-
cultura contribuye al desarrollo de resistencia a
los antibiéticos empleados para controlar paté-
genos humanos¢ Esta cuestién ha sido objeto de
polémica debate en los Gltimos afos, especial-
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mente en Europa y América del Norte. En la pro-
duccién de alimentos, la censura se ha dirigido
hacia el uso de antibidticos en la cria de animales
(Khachatourians, 1998; Mcmanus et al,, 2002).
En casos como este, es necesario implementar
acciones contra la aparicién de cepas bacteria-
nas resistentes a estos antimicrobiales y obser-
var cuidadosamente los resultados de las apli-
caciones en campo en la produccién de frutas,
para que esta pueda seguir siendo una actividad
rentable.
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