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INFORME CIENTIFICO DE BECA

Legajo N°:
BECA DE PERFECCIONAMIENTO PERIODO 2014-2015
1. APELLIDO: PELLEGRINI
NOMBRES: MARIA CELESTE
Direccién Particular: Calle: Ne:
Localidad: MAR DEL PLATA CP: 7600 Tel:
Direccion electrénica (donde desea recibir informacién):

mariacelestepellegrini@gmail.com

2. TEMA DE INVESTIGACION (Debe adjuntarse copia del plan de actividades presentado con la
solicitud de Beca)
"CONTROL BIOLOGICO DE Paenibacillus larvae, AGENTE CAUSAL DE LOQUE

AMERICANA EN COLONIAS DE ABEJAS MELIFERAS”
3. OTROS DATOS (Completar lo que corresponda)

BECA DE ESTUDIO: 1° ANO: Fecha de iniciacién: 01-04-2012
2° ANO: Fecha de iniciacién: 01-04-2013
BECA DE PERFECCIONAMIENTO: 1° ANO: Fecha de iniciacién: 01-04-2014
2° ANO: Fecha de iniciacion:

4. INSTITUCION DONDE DESARROLLA LOS TRABAJOS

Universidad y/o Centro: UNIVERSIDAD NACIONAL DE MAR DEL PLATA

Facultad: FACULTAD DE CS. EXACTAS Y NATURALES

Departamento: BIOLOGIA

Catedra: --------

Otros: GRUPO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGIA APLICADA (GIMA)-CENTRO

DE INVESTIGACION EN ABEJAS SOCIALES (CIAS)
Direccién: Calle: FUNES N° 3350
Localidad: MAR DEL PLATA CP: 7600 Tel: 0223-4752426

5. DIRECTOR DE BECA
Apellido y Nombres: FUSELLI, SANDRA ROSA

Direccién Particular: Calle: Ne:
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Localidad: MAR DEL PLATA CP: 7600 Tel:

Direccion electronica: sfuselli@mdp.edu.ar; sfuselli@gmail.com

6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO. (Debe
exponerse la orientacion impuesta a los trabajos, técnicas empleadas, métodos, etc., y
dificultades encontradas en el desarrollo de los mismos, en el plano cientifico y material).

Durante el 1er ano de Beca de Perfeccionamiento (Periodo: abril 2014-marzo 2015) se
llevaron a cabo las investigaciones previstas en el plan de actividades propuesto.

De acuerdo a los objetivos planteados, que se mencionan a continuacion, se efectuaron
las siguientes actividades:

1- Caracterizacion quimica de aceites esenciales:

Durante el 1er y 2do afio de Beca de Estudio se realizaron dos estancias de
investigacion en el Laboratorio de Ecologia Quimica (LEQ), Facultad de Quimica,
Universidad de la Republica, Montevideo (Uruguay), en el marco del Proyecto Conjunto
de Investigacion “MERCOSUR” (PPCP 032/2011), bajo la direccién de la Dra. Carmen
Rossini con el fin de analizar quimicamente diversos aceites esenciales (AEs). Los AEs
fueron inyectados en un cromatégrafo gaseoso acoplado a masa (GC_MS) Shimadzu
2010-Shimadzu QP2010 utilizando una columna no polar (DB-5ms) y en un
cromatografo gaseoso con un detector de ionizaciéon de llama (GC_FID) (Hewlett-
Packard 5890 Series Il). Durante el 1er afio de Beca de Perfeccionamiento se finalizé
con la identificacion y cuantificacién de los componentes quimicos presentes en AEs
empleados en nuestros estudios. Para la identificacion de los componentes de los AEs,
se compararon los indices de retencion calculados de cada pico del cromatograma con
aquellos reportados en librerias de datos del cromatégrafo de masa (NIST 05 y SHIM
2205) presentes en el Software Shimadzu 2010-Shimadzu QP2010 del correspondiente
correspondiente GC_MS. Con respecto a la cuantificacion de los componentes
quimicos de cada AE, se tuvo en cuenta el area que ocupaba cada pico (componente)
respecto al area total de cada espectrograma obtenido por el GC_FID Hewlett- Packard
5890 Series Il correspondiente. Los AE de Schinus molle, Minthostachys mollis, Salvia
officinallis, Artemisia annua, Satureja odora, Lepechinia floribunda, Lippia turbinata,
Wedelia glauca, Tagetes minuta, Aloysia polystachia, Heterothalamus allienus vy
Solidago chilensis pertenecientes a distintas zonas de Argentinas fueron caracterizados
quimicamente. Asimismo, AEs no autdctonos de Argentina como Cympopogon citratus,
Rosmarinus officinalis, Eucaliptus citriodora, Cymbopogon nardus, Ocimum basilicum y
Elettaria cardamomum fueron caracterizados quimicamente.

2- Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM) de cada uno de los aceites esenciales ensayados frente a
Paenibacillus larvae:

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se efectuo
mediante la modificacion de la técnica de microdilucion en caldo recomendada por la
NCCLS (1999), la metodologia empleada fue puesta a punto durante el 1er afio de
Beca de Estudio (Ver informe correspondiente al 2do afio de Beca de Estudio).

Durante el 1er afio de Beca de Perfeccionamiento se evalud la actividad antimicrobiana
de los siguientes aceites esenciales: Lippia turbinata (CIM=CBM=35.5 pg/mL), Schinus
molle (CIM=CBM=31.25 pg/mL), Acantholippia seriphioides (CIM=CBM=62.5 pg/mL),
Artemisia annua (CIM=CBM=37.5 pg/mL), Baccharis latifolia (CIM=CBM=4.7 pg/mL),
Heterothalamus allienus (CIM=CBM=12.5 pg/mL), Satureja odora (CIM=CBM=17.5
pg/mL), Tagetes minuta (CIM=CBM=18.75 ug/mL), Wedelia glauca (CIM=18.75 ug/mL;
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CBM=25 ug/mL); Salvia officinalis (CIM=200 pg/mL; CBM=250 upg/mL); Solidago
chilensis (CIM=2000 pg/mL; CBM=2000 pg/mL), Aloysia polystachia (CIM=137 pg/mL;
CBM=112 pg/mL) y Lepechinia floribunda (CIM=CBM=62.5 pg/mL) frente a cuatro
cepas de P. larvae. Se esta finalizando con la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de los diferentes aceites esenciales frente a otras cepas de P. larvae de apiarios de
Argentina que posee nuestro laboratorio.

Referencias:

-National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). 1999. Performance
standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility test for bactetria isolated from
animals. Approbed Standard, NCCLS Document M31-A, National Committee for Clinical
Laboratory Standards, Wayne, PA, USA.

3-Curvas de crecimiento de P. larvae

Con el fin de conocer la cinética de crecimiento de un cultivo de P. larvae se realizaron
curvas de crecimiento bacteriano en caldo J (tripteina bacteriolégica 20%, extracto de
levadura 60%, K2PO3 12% y glucosa 8%). Se inocularon 30 ml del caldo J con un pre-
inéculo de 24hs de P. larvae (Densidad 6ptica (DO)600: 0.05). Los cultivos obtenidos se
incubaron por 72hs a 37°C, en condiciones aerébicas (shaker a 150 rpm). Se tomaron
alicuotas del cultivo a diferentes tiempos y se midié la DO600 con espectrofotémetro
(SP-1103) y se efectuo el recuento bacteriano (UFC/ml). Este procedimiento se ensayo
en 6 cepas de P. larvae.

4- Liberacion y caracterizacion de proteasas caseinoliticas de cultivos de P. larvae:

Se realizaron pré-inéculos de 24hs de P. larvae en tubos con 2 ml de caldo J, para
luego ser utilizados en cultivos bacterianos (30 ml en caldo J). Estos ultimos, se
incubaron por 72hs a 37°C en condiciones aerdbicas (shaker a 150 rpm). Se tomaron
alicuotas del cultivo a diferentes tiempos de incubacién y se midié la DO600 con
espectrofotémetro (SP1103), se efectud el recuento bacteriano (UFC/ml), se analizé la
presencia de proteasas (en placas de agar leche, a partir del halo de protedlisis) y se
cuantificaron las proteinas totales por el método de Bradford (1976).

Referencia:

-Bradford MM (1976): A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 72: 248-
254.

5- Realizacion de zimografia para conocer la naturaleza de las proteasas liberadas por
P. larvae. Procedimiento:

a- Concentracion de las muestras: Muestras de sobrenadantes (SN) provenientes de
cultivos de P. larvae de diferentes tiempos de incubacion (67 y 72 hs) fueron
concentradas por Amicon-Centricon YM 10. Para ello, se colocaron 500 ul de muestra
en los centricones y se centrifugaron a 5000 g. Se tomaron muestras del concentrado
retenido por la membrana y del filtrado resultante (retenido en los tubos colectores) y se
efectuaron los ensayos de protedlisis en placas con agar leche. Como se observd
actividad caseinolitica en la muestra retenida por la membrana, se tomé una alicuota y
se conservoé para su posterior analisis.

b- Preparacion de los geles: Se realizé un gel separador (10%) y otro stacking (5%). El
primero contenia Acrilamida 30%-Bisacrilamida 0.8%, Tris HCL 1,5 M ph 8.8, agua
destilada, SDS 10%, Temed, Persulfato de amonio (APS) 10% y gelatina 1%. Y el
segundo contenia Acrilamida 30%-Bisacrilamida 0.8%, Tris HCL 0.25 M ph 6.8, agua
destilada, SDS 10%, Temed y APS 10%. Se procedi6 al armado del equipo
electroforético con los correspondientes geles.
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c- Preparacién de las muestras: A las muestras conservadas (concentrado de
proteasas) se les incorpor6 Sample Buffer (1x) al igual que a un marcador de peso
molecular como BSA. Se sembraron las muestras por duplicado en las calles
correspondientes.

d- Corrida electroforética: Se comenzé la corrida con los parametros correspondientes
al tamano del gel (20mA para un gel pequefio) hasta que el frente de corrida estuvo en
el limite inferior del gel.

e- Revelado: Una vez corrido el gel, se desarmé el equipo y los geles se lavaron con
Tritdn 2% (3 veces) durante 15 min para retirar el resto de SDS y luego 3 veces con
agua bidestilada.

f- Incubacion: El gel se dividié por la mitad: una fraccidén se incubé en una solucién de
Tris 0,25 M, NaCl 1M, CaCl2 0,025 M a 37°C (Control) y la otra, se incubd en una
solucion de Tris 0,25 M, NaCl 1M, CaCI2 0,025 M y 75 mM de EDTA (inhibidor de
metaloproteasas) a 37°C.

g- Tefido de los geles: Se realizo la tincion con coomasie coloidal y posteriormente, se
lavaron los geles con agua destilada.

La producciéon de proteasas extracelulares en cultivos de P. larvae se inicid en la fase
tardia de crecimiento exponencial y alcanzé un maximo en la fase estacionaria. Con la
zimografia se detecté que el peso molecular de las proteasas era de 60 KDa y
pertenecian al grupo de las metaloproteasas. Estos resultados permiten hipotetizar que
la produccion/liberacion/activacion de proteasas podria estar inducida en respuesta a
una alta densidad celular bacteriana, que seria indicativo de un mecanismo de Quorum
Sensing (QS) como regulador de proteasas.

6- Determinacion de la regulacién de la produccion/liberacion/activacion de proteasas
por quorum sensing:

Al producirse la liberacion de proteasas en las etapas tardias de crecimiento de un
cultivo bacteriano de P. larvae (alta densidad bacteriana), se hipotetizd que esta
liberacion estaria regulada por un mecanismo de QS. Para poner esto a prueba, en
primer lugar se centrifugd un cultivo de 30 mL de P. larvae en estado estacionario
(DO600=2.5) y luego el sobrenadante se ultrafiltré6 (Amicon 30 KDa). El filtrado obtenido
(Ilamado medio condicionado) se incorporé a un cultivo de P. larvae joven (DO=0.08) y
se analizé a diferentes tiempos la liberacion de proteasas a partir de placas de agar
leche (también se realizaron controles en caldo J). Esto se realizé en tres cepas de P.
larvae.

La deteccion de actividad proteasa en el cultivo con medio condicionado se observé
15hs antes que en el cultivo control, 1o que indicaria que en el medio condicionado
habria alguna molécula que actuaria como sefal para el QS. Se conservaron muestras
de sobrenadantes de cultivos control (sin medio condicionado) y de cultivos inducidos
con el medio condicionado para realizar corridas electroforéticas.

7- Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida: SDS-PAGE.

Con el fin de analizar la existencia de alguna/s proteina/s diferencial/es entre los
cultivos control y los tratados con medio condicionado que pudiera ser la/s
responsable/s de actuar como inductor para que se desarrolle el QS, se realizd una
primera corrida electroforética preliminar. Procedimiento efectuado:

a- Concentracion de las muestras: A los SN de las muestras control y las inducidas (con
medio condicionado) se les incorporé acido ftricloroacético (TCA) 15% durante 30
minutos en hielo. Luego, se centrifugaron a 10.000 rpm y al precipitado se le agregdé
nuevamente TCA por otros 30 minutos. Posteriormente, se efectuaron 3 lavados con
acetona fria (1ml) y se centrifugd 3 veces mas. Por ultimo, se descart6 el sobrenadante
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y se dej6 toda la noche destapado. Las muestras se resuspendieron en sample buffer
5x con Dithiothreitol (DTT) y se hirvieron para romper posibles interacciones proteicas.
b- Preparacién de los geles: Se realizé6 un gel separador y otro stacking. El primero
contenia Acrilamida 30%-Bisacrilamida 0.8%, Tris HCL 1,5 M ph 8.8, agua destilada,
SDS 10%, Temed y Persulfato de amonio (APS) 10%. Y el segundo contenia
Acrilamida 30%-Bisacrilamida 0.8%, Tris HCL 0.25 M ph 6.8, agua destilada, SDS 10%,
Temed y APS 10%. Se procedid al armado del equipo electroforético con los
correspondientes geles.

c- Preparacion de las muestras: A las muestras se les incorporé Sample Buffer (1x) al
igual que a un marcador de peso molecular como Rainbow-Low Molecular Weight
(Invitrogen). Se sembraron las muestras en las calles correspondientes.

d- Corrida electroforética: Se comenzo6 la corrida con los parametros correspondientes
segun el tamafio del gel (20mA para un gel pequefio) hasta que el frente de corrida
estuvo en el limite inferior del gel.

c- Fijacion de los geles: Una vez corrido el gel, se desarmé el equipo y los geles se
fijaron en 50% agua, 40% ethanol y 10% &acido acético toda la noche.

d- Tefido de los geles: Luego de la fijacion del gel se efectud la tincion con coomasie
coloidal. Y posteriormente, se lavaron los geles con agua destilada.

e- Densitometria: La intensidad de las bandas proteicas resueltas por SDS-PAGE
fueron analizadas y cuantificadas relativamente con el software IMAGEJ1.47.

Los resultados obtenidos de los estudios sobre el rol del quorum sensing (QS) en P.
larvae, dio lugar a la redaccion del manuscrito: "Possible role of quorum sensing in the
etiological agent of American foulbrood disease (Paenibacillus larvae). Autores: Maria
Celeste Pellegrini, Lucia Zalazar, Sandra Fuselli y Alejandra Ponce. Enviado a la revista
FEMS Microbiology Letters.

Referencia: IMAGEJ1.47. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA;
http://imagej.nih.gov/ij/.

- Durante el 2do ano de Beca de Perfeccionamiento, se continuaran los estudios sobre
la produccion/liberacion/activacion de proteasas por quorum sensing (QS) en cultivos
de P. larvae.

7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN EL PERIODO.

7.1. PUBLICACIONES. Debe hacerse referencia, exclusivamente a aquellas publicaciones en la
cual se halla hecho explicita mencion de su calidad de Becario de la CIC. (Ver instructivo para la
publicacién de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacion donde no figure dicha
aclaracion no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada trabajo, en el mismo
orden que aparecen en la publicacion, informe o memoria técnica, donde fue publicado, volumen,
pagina y afo si corresponde; asignandole a cada uno un numero. En cada trabajo que el investigador
presente -si lo considerase de importancia- agregara una nota justificando el mismo y su grado de
participacion.

Pellegrini, M.C., Alvarez, M.V., Ponce, A.G., Cugnata, N.M., De Piano, F.G., Fuselli, S.R

(2014) Anti-quorum sensing and antimicrobial activity of aromatic species from South

America. Journal of Essential Oil Research, 26(6): 458-465.

7.2. PUBLICACIONES EN PRENSA. (Aceptados para su publicacion. Acompariar copia de cada
uno de los trabajos y comprobante de aceptacioén, indicando lugar a que ha sido remitido. Ver punto
7.1))
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7.3. PUBLICACIONES ENVIADAS Y AUN NO ACEPTADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar copia de cada uno de los trabajos. Ver punto 7.1.)

- Pellegrini, M.C., Zalazar, L., Fuselli, S.R. y Ponce, A.G. Possible role of quorum
sensing in the etiological agent of American foulbrood disease (Paenibacillus larvae).
Enviado a la revista FEMS Microbiology Letters. Manuscript ID: FEMSLE-14-12-1017.

- De Piano F.G, Maggi M, Pellegrini M.C, Cugnata N.M, Buffa F, Negri P, Fuselli S.R,
Audisio C, Ruffinengo S. Effects of Lactobacillus johnsonii AJ5 metabolites on
nutritional/immunological parameters, Nosema ceranae sporulation and performance of
Apis mellifera colonies. Enviado a la revista Journal of Apicultural Research (27 de
Octubre 2014).

7.4. PUBLICACIONES TERMINADAS Y AUN NO ENVIADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar resumenes de no mas de 200 palabras)

7.5. COMUNICACIONES. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores)

7.6. TRABAJOS EN REALIZACION. (Indicar en forma breve el estado en que se encuentran)

A la fecha, se esta llevando a cabo la redaccién del review: "Natural strategies for the control of
Paenibacillus larvae, causative agent of American Foulbrood", trabajo cientifico que recopila
todos los antecedentes referidos a las diferentes alternativas naturales de control de Loque
americana (AFB), tales como: aceites esenciales, jalea real, propdleos, bacterias y bacteriocinas,
moléculas no convencionales y extractos vegetales.

Por otro lado se encuentra en etapa de elaboracién un trabajo cientifico acerca de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales Solidago -chilensis, Acantholippia seriphioides,
Minthostachys mollis, Schinus molle, Baccharis spp., Lippia turbinata, Buddleja globosa y Aloysia
polystachia frente a P. larvae. Mediante el analisis quimiométrico se pretende correlacionar la
actividad de cada aceite con los compuestos quimicos que la componen. Los analisis
microbiolégicos in vitro fueron finalizados y en el presente se estan realizando los analisis
quimiométricos.

8. OTROS TRABAJOS REALIZADOS. (Publicaciones de divulgacion, textos, etc.)
8.1. DOCENCIA

8.3. OTROS

9. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS. (Se indicara la denominacion, lugar y fecha de
realizacion y titulos de los trabajos o comunicaciones presentadas)

a- ASISTENCIA'Y PRESENTACIONES A CONGRESOS.

-"Deteccion de Quorum Sensing y su posible rol en la virulencia de Paenibacillus larvae".
Pellegrini, MC; Cugnata, NM; Zalazar, L; Marcangeli, J, Fuselli, SR y Ponce, AG. Xl
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Congreso Latinoamericano de Apicultura - 2014 FILAPI. 3 al 6 de Septiembre de 2014.
Lugar de realizacion Pto. Iguazu, Misiones, Argentina. Presentado como POSTER.

-"Efectividad del acido laurico y la menadiona en el control de Loque americana". Cugnata,
NM; Pellegrini, MC; Guaspari, E; Alonso-Salces, RM; Marcangeli, J y Fuselli, SR. Xl
Congreso Latinoamericano de Apicultura - 2014 FILAPI. 3 al 6 de Septiembre de 2014.
Lugar de realizacion Pto. Iguazu, Misiones, Argentina. Presentado como POSTER.

-"Efecto de metabolitos bacterianos sobre la supervivencia de Apis mellifera". De Piano, FG;
Maggi, M; Pellegrini, MC; Mitton, G; Varela, S; Eguaras, M; Audisio, MC y Ruffinengo, SR. XI
Congreso Latinoamericano de Apicultura - 2014 FILAPI. 3 al 6 de Septiembre de 2014.
Lugar de realizacion Pto. Iguazu, Misiones, Argentina. Presentado como POSTER.

-"Deteccion de Quorum Sensing y su posible rol en la virulencia de Paenibacillus larvae".
Pellegrini, MC; Cugnata, NM; Zalazar, L; Marcangeli, J; Fuselli, SR y Ponce, AG. IX
Encuentro Anual Bidlogos en Red. 20-21 de Noviembre de 2014. Lugar de realizacion:
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Mar del Plata. Presentado como POSTER (no
inédito).

-"Efectividad del acido laurico y la menadiona en el control de Loque americana". Cugnata,
NM; Pellegrini, MC; Guaspari, E; Alonso-Salces, RM; Marcangeli, J y Fuselli, SR. IX
Encuentro Anual Bidlogos en Red. 20-21 de Noviembre de 2014. Lugar de realizacion:
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Mar del Plata. Presentado como POSTER (no
inédito).

b- PRESENTACIONES A CONGRESOS EFECTUADAS:

-"Paenibacillus larvae protease as a virulence factor in honeybee larvae infection". Maria
Celeste Pellegrini, Noelia Melina Cugnata, Elisa Guaspari, Rosa Maria Alonso-Salces,
Alejandra Graciela Ponce, Rosana De Castro y Sandra Rosa Fuselli. Sixth european
Conference of Apidology- Eurbee 6. 9-11 de Septiembre de 2014. Lugar de realizacion:
Universidad de Murcia, Murcia, Espana. Presentado como POSTER.

-"Non-conventional molecules to control Paenibacillus larvae, causal agent of American
foulbrood". Noelia Melina Cugnata, Maria Celeste Pellegrini, Rosa Maria Alonso-Salces y
Sandra Rosa Fuselli. Sixth european Conference of Apidology- Eurbee 6. 9-11 de
Septiembre de 2014. Lugar de realizacion: Universidad de Murcia, Murcia, Espafia.
Presentado como POSTER.

10. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. (Seialar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, duracién, instituciones visitadas y si se realiz6é algun
entrenamiento)

CURSOS DE POST GRADO EFECTUADOS:

-Curso de posgrado "Avances en protedmica aplicada a la Investigacion". 27 de octubre al 1 de
Noviembre de 2014. Docentes responsables: Dra. Andreina Cesari, Dra. Silvia Moreno, Dr. Ansgar
Poestch y Roberto Paggi. Carga horaria: 24 horas teéricas y 24 horas practicas. Institucion
organizadora: Universidad Nacional de Mar del Plata, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Callificacion: 9 (nueve) Distinguido. Uvacs: 2,5.

-Curso de posgrado "Quimiometria". 17 al 21 de noviembre de 2014. Docentes responsables: Dra.
Sandra Rosa Fuselli, Dr. Juan Antonio Fernandez Pierna y Dra. Rosa Maria Alonso Salces. Carga
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horaria: 24 horas tedricas y 12 horas practicas. Institucion organizadora: Universidad Nacional de Mar
del Plata, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, CIAS-GIMA. Aprobado Uvacs: 2,5.

11. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO

12. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO

-Adscripcién "ad honorem" en la catedra "Microbiologia general", perteneciente a las
carreras de Licenciatura en Ciencias Bioldgicas y Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UNMDP. Segundo cuatrimestre afio 2014 (6 horas semanales).

13. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES (Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la evaluacion
de la tarea cumplida en el periodo)

TESIS DOCTORAL (OCA N° OCA 1343/12) “Actividad antimicrobiana y anti-patogénica de
sustancias bioactivas para el control de loque americana". Directora: Dra. Sandra R. Fuselli.
Co-directora: Dra Alejandra Ponce. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
Nacional de Mar del Plata. Fecha de inicio: Septiembre 2012. En curso.

(Se adjunta 1er INFORME ESCUELA DE POSGRADO FCEyN-UNMdP correspondiente a
18 MESES).

14. TITULO DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PERIODO DE PRORROGA O
DE CAMBIO DE CATEGORIA (Debera indicarse claramente las acciones a desarrollar)

Titulo del Plan de Trabajo: “Control biolégico de Paenibacillus larvae, agente causal de
Loque americana en colonias de abejas meliferas”.
Durante el 2do afo de Beca de Perfeccionamiento se realizaran las siguientes actividades:

a- Indentificacion de los compuestos inductores de Quorum sensing.

A partir de los geles producto de corridas electroforéticas de muestras control (cultivo de P.
larvae) y tratadas (cultivo de P. larvae en medio condicionado), se procedera a extraer las
bandas diferenciales (con respecto al control) y se analizaran con un equipo MALDI-TOF en
el Instituto Pasteur de Montevideo en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas con
el fin de identificar la/s proteina/s diferencial/es que podrian estar actuando como inductores
para la produccién/liberacién/activaciéon de proteasas.

b- Liberacién de proteasas de P. larvae en presencia de aceites esenciales.

Se utilizara la técnica de azocaceina (Charney y Tomarelli, 1947) para la cuantificacion de
proteinas liberadas en cultivos liquidos de P. larvae en presencia de AE; para analizar si los
AE producen una liberaciéon de proteasas en cultivos de P. larvae diferente con respecto al
control. También, se realizaran geles monodimensionales (SDS-PAGE) para analizar las
posibles diferencias en el perfil proteico entre cultivos de P. larvae control y cultivos de P.
larvae co-incubados con AEs.

Referencia: Charney J y Tomarelli RM. Azocasein method. J Biol Chem 1947;171:501.
Una vez, que se hayan obtenido los resultados del screening de todos los aceites esenciales
empleados en este estudio (evaluacion de la actividad antimicrobiana y anti-QS frente a P.

larvae), se llevaran a cabo los ensayos de Toxicidad.

c- Ensayos de Toxicidad en larvas y Toxicidad en abejas adultas con los aceites esenciales
que resulten promisorios para el control in vitro de la enfermedad.

Formulario Informe Cientifico de Beca 8
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- Ensayos de Toxicidad en abejas adultas: Se determinara la CL50 de los AEs sobre abejas
adultas por el método de exposicion completa. La técnica de exposicion completa se
efectuara de acuerdo a la metodologia empleada por Ruffinengo y colaboradores (2005).

Referencia: Ruffinengo S, Eguaras M, Floris |, Faverin C, Bailac P, Ponzi M (2005) LD50 and
repellent effects of essential oils from Argentinian wild plant species on Varroa destructor.
Journal of Economic Entomology 98: 651- 655.

- Ensayos de Toxicidad en larvas de abejas: Se llevara a cabo la puesta a punto de la
técnica de la cria in vitro de larvas, teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por
Crailsheim y colaboradores (2013). Posteriormente, se efectuaran los ensayos de toxicidad
en larvas con placas de microdilucion como estructura de soporte, segun Evans (2004).

Referencias:

- Crailsheim K, Brodschneider R, Aupinel P, Behrens D, Genersch E, Vollmann J y
Riessberger-Gallé, U (2013). Standard methods for artificial rearing of Apis mellifera larvae.
Journal of Apicultural Research 52: 1.

- Evans, J. D. (2004). Transcriptional immune responses by honey bee larvae during
invasion by the bacterial pathogen, Paenibacillus larvae. Journal of Invertebrate Pathology
85(2): 105-111.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se efectuaran ensayos "in vivo" mediante la
aplicacion de los aceites esenciales autdctonos que resulten mas promisorios, a diferentes
dosis y formas de administracién, en minicolonias de abejas.

El objetivo final del proyecto es seleccionar un aceite esencial autdctono que sea
antipatogénico al controlar la liberacién de proteasas de P. larvae, que no resulte toxico para
las abejas adultas y sus larvas y que controle a nivel colonia la enfermedad Loque
Americana. En este sentido, la aplicacion de un producto fitosanitario en minimas
concentraciones dentro de una colonia de abejas para el control de la enfermedad,
contribuird a la solucion de los problemas derivados de la toxicidad o persistencia de
plaguicidas sintéticos en el ambiente, cuyos residuos son generalmente no biodegradables.

Condiciones de Presentacion

A. El Informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacion

abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Becario, la que debera incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 14).

b. Las copias de publicaciones y toda otra documentacion respaldatoria, deben
agregarse al término del desarrollo del informe

C. Informe del Director de tareas con la opinién del desarrollo del becario (en sobre
cerrado).

Nota: El Becario que desee ser considerado a los fines de una prorroga, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los

cronogramas an uales.
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FORMULARIO lI-PLAN Y LUGAR DE TRABAJO

1. Denominacion del trabajo
“Control bioldgico de Paenibacillus larvae, agente causal de Loque americana en colonias de abejas
meliferas”.

2. Definicién del problema y estado actual del conocimiento sobre la cuestion.
La apicultura de nuestro pais ha demostrado ser altamente competitiva en el mercado mundial. En la
provincia de Buenos se concentra el 60% de las colmenas del pais, y por ende, un significativo
porcentaje de la produccidon de miel argentina. Argentina se posiciona como un productor
mundialmente reconocido por la calidad de sus mieles. Sin embargo, existen cuestiones de
importancia que aun no han sido resueltas, especialmente en relacion a los problemas sanitarios que
condicionan el desarrollo de la actividad apicola en el pais. Entre las enfermedades que afectan a la
abeja melifera (Apis mellifera) con fuerte impacto negativo sobre su actividad se destaca Loque
americana (LA), su agente etiolégico es Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006), bacteria Gram
positiva con capacidad de formar esporas que permanecen infectivas y viables por largos periodos y
sobreviven frente a condiciones adversas (Morse y Nowogrodzki, 1990). LA se encuentra difundida
mundialmente, con excepcion de algunos paises africanos y del sudeste asiatico (Matheson, 1993,
1996; Ellis y Munn, 2005). En la Argentina se la detect6 por primera vez en 1989 (Alippi, 1992) y en
la actualidad se halla ampliamente diseminada en todas las areas productoras de miel de nuestro
pais (Alippi, 1992; 1995; Alippi et al., 2004). En la mayoria de los paises desarrollados la quema de
colmenas enfermas es la Unica alternativa para su control. En Europa, la enfermedad es de denuncia
obligatoria y no esta permitido realizar ningun tratamiento quimioterapeutico a las colonias que
presenten signos clinicos de la enfermedad. Esto significa que las abejas y el material apicola
contaminado debe ser destruido completamente (Anon, 2002). En algunos paises, como Argentina,
esta permitido el uso de antibidticos para conservar el material vivo, estos eliminan los sintomas de
la enfermedad en colmenas controlando unicamente las formas vegetativas de la bacteria, pero no
las esporuladas. El clorhidrato de oxitetraciclina es la droga mas utilizada para tal fin. Sin embargo, el
uso indiscriminado e incorrecto de las sustancias quimioterapéuticas ha ejercido una fuerte presion
de seleccion sobre las diferentes poblaciones bacterianas y ha generado la aparicién de focos de
resistencia en el mundo, incluida Argentina (Alippi y Reynaldi, 2006), asi como también la presencia
de residuos o metabolitos en miel y cera. En este contexto, es importante encontrar métodos
alternativos de control que sean eficaces, inocuos y rentables. Las sustancias bioactivas, basados en
ACEITES ESENCIALES (AE), representan una alternativa natural de tratamiento en particular para
aquellas enfermedades relacionadas con la provision de alimentos. Los aceites esenciales de
Acantholippia seriphioides, Tagetes minuta, Nardus lemongrass, Melaleuca viridiflora, Citrus paradisi,
Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare, Cinnamomum zeylanicum, Lavandula officinalis, Lepechinia
floribunda, entre otros, demostraron poseer actividad antimicrobiana in vitro frente a cepas de P.
larvae (Alippi et al., 2001; Albo et al., 2003; Eguaras et al., 2005; Fuselli et al., 2006a,b, 2007,
2008a,b, 2009; Gende et al., 2007).
Nuevas investigaciones han sugerido que la secrecion de factores de patogenicidad o de virulencia
por parte de las bacterias juega un papel primordial en las infecciones debido a que dichos factores
otorgan una ventaja en la competencia con otras bacterias (Raffa et al., 2005). Estos procesos
comunes a varias enfermedades bacterianas aparecen asociados a la densidad celular medida a
través de la regulacion de la expresion génica. En tal sentido, a partir de la habilidad que tienen
ciertas bacterias de poder comunicarse en funcion de la densidad celular, mecanismo
conocido como Quorum sensing (QS), surge una nueva perspectiva de investigacion
mediante la aplicacion de sustancias bioactivas (AE) como agentes terapéuticos, que actuen
como inhibidores del mecanismo celular y que controlen la bacteriosis. El QS ocurre a través
de moléculas llamadas auto-inductores (Gram et al., 2002), las cuales activan receptores que
permiten la transcripcion de genes que codifican la informacion necesaria para controlar diversos



mecanismos bioquimicos asociados con la supervivencia y patogenicidad bacteriana. Estas
moléculas auto-inductoras han sido identificadas como oligopéptidos en bacterias Gram positivas y
como homoserina lactonas (AHL) en bacterias Gram negativas (Ryan y Dow, 2008; Di Cagno et al.,
2011). ElI QS permite a una poblacidon de bacterias generar respuestas que resultan ventajosas para
su supervivencia como es el aumento en el acceso a otros nichos y a nutrientes mas complejos, la
produccion de defensas contra el sistema inmune de hospedadores eucariotas o contra otros
microorganismos y la generacion de polimorfismos mejores adaptados al ambiente (Swift et al.,
2001). Asi es como el QS regula diversas funciones en las bacterias como luminiscencia, produccién
de antibioticos, factores de virulencia, formacion de biofilm, interacciones planta-microorganismo y
motilidad (Rasmussen et al., 2000; Hentzer et al., 2002; McClean et al., 2004; Svensson et al., 2009).
Teniendo en cuenta la importancia del mecanismo de QS en los procesos de infeccién
bacteriana, el uso de compuestos anti-quorum sensing (anti-QS) es de gran interés para
afrontar esta problematica (Rice et al., 2005; Adonizio et al., 2006) Estos compuestos “anti-
patogénicos”, en contraste con los antimicrobianos, no producen la muerte celular ni detienen el
crecimiento y se supone que no conducen al desarrollo de cepas resistentes (Otto, 2004). El
inhibidor ideal del QS quedaria definido como una molécula de bajo peso molecular y alta efectividad
que exhibe un alto grado de especificidad en la regulacién del QS sin producir ningun efecto toxico
(Truchado et al., 2012). La mayoria de los compuestos anti-QS identificados son de origen vegetal
(Bauer y Teplitski, 2001; Choo et al., 2006). Los AE de clavo de olor, canela, menta, peperina,
lavanda, romero, rosa y geranio demostraron poseer actividad anti-QS, utilizando como bacteria
indicadora a Chromobacterium violaceum, productora de violaceina (Ahmad et al., 2009; Khan et al.,
2009; Szabd et al., 2010 y Olivero et al., 2011). Del mismo modo, uno de los mas importantes
factores de virulencia que podria estar asociado al mecanismo de QS, son las proteasas producidas
por una gran variedad de microorganismos. Hrabak y Martinek (2007) caracterizaron las proteasas
de P. larvae, las cuales se producen durante el crecimiento y la esporulacién de la bacteria. Antunez
et al. 2009, 2010, 2011 (a,b) determinaron que P. larvae produce y secreta diferentes proteinas con
actividad proteolitica durante la replicacion vegetativa, tales como metaloproteasas y enolasas.
Ambas proteinas son producidas dentro de la célula, secretadas al medio externo, permanecen en la
superficie de las esporas y estan probablemente involucradas en la degradacién de los tejidos
larvales (Glinski y Jarosz, 1998).

La evaluacion de la actividad antimicrobiana y anti-patogénica de ACEITES ESENCIALES
provenientes de PLANTAS O HIERBAS AUTOCTONAS DE ARGENTINA, son investigaciones poco
desarrolladas hasta el presente, sobre todo teniendo en cuenta la evaluacién de las PROPIEDADES
ANTI-QS y ANTI-PROTEOLITICAS de estas sustancias bioactivas frente a P. larvae.

En este contexto, la aplicacién de nuevos productos fitosanitarios ambientalmente mas seguros
contribuira a la solucién de los problemas derivados de la toxicidad o persistencia de plaguicidas
sintéticos en el ambiente, cuyos residuos son generalmente no biodegradables.

3. Trabajo previo realizado referente a este proyecto
Durante el primer afio de Beca de Estudio (BE) y en el periodo correspondiente al segundo afio de
Beca, se llevaron a cabo ensayos in vitro sobre la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
de plantas aromaticas o especias de: Aloysia polystachia, Cimbopogon nardus, Solidago chilensis y
Salvia officinalis frente a cepas de P. larvae (Ver informe de actividades del 1er y 2do afio de BE),
con resultados alentadores. El aceite esencial de A. polystachia presenté una alta capacidad
inhibitoria in vitro frente a Paenibacillus larvae. Cabe destacar, que la metodologia utilizada fue
puesta a punto durante el periodo de Beca de Estudio, a los efectos de introducir cambios que
optimicen las técnicas utilizadas anteriormente por el grupo de investigacion. Asimismo, fueron
identificados y caracterizados quimicamente 13 aceites esenciales, tales como: Schinus molle,
Minthostachys mollis, Salvia officinallis, Artemisia annua, Satureja odora, Lepechinia floribunda,
Lippia turbinata, Wedelia glauca, Tagetes minuta, Artemisia dracunculus, Ocimum basilicum,



Elettaria cardamomum y Rosmarinus officinalis; a fin de correlacionar estos resultados con su
potencial actividad bioldgica.

Se realizaron ensayos preliminares sobre la actividad anti-Quorum sensing de los aceites de S.
officinalis, M. mollis, S. odora, S. molle, L. floribunda y A. annua sobre C. violaceum, como bacteria
indicadora. Todos los aceites ensayados presentaron actividad anti-QS. No obstante, la CIMQS de
A. polystachia fue 0.055%v/v, concentracion a la cual el aceite esencial no presentd actividad
antimicrobiana.

Los resultados obtenidos dieron lugar a la redaccion del trabajo de investigacidon: Antiquorum sensing
and antimicrobial activity of aromatic species from South America. Pellegrini, M.C.; Alvarez, M. V_;
Ponce, A. G.; Cugnata, N. M.; De Piano, F. G.; Fuselli, S. R. (2013). Enviado a la revista Journal
Essential Oil Research, 10412905 (ISSN). En evaluacion final.

Proyeccidn de las investigaciones:

Como proyeccion de las investigaciones propuestas, para el periodo de Beca de Perfeccionamiento,
se llevara a cabo la evaluacion de la liberacién diferencial de proteasas de P. larvae en presencia de
aceites esenciales y se cuantificaran las proteinas liberadas. Considerando, como base la siguiente
Hipotesis de trabajo: la patogenicidad de P. larvae se rige a través de un sistema de QS, dada por la
secrecion de enzimas proteoliticas que se inhiben mediante el uso de diferentes bioactivos a sus
CIMQS.

Una vez efectuado el screening de los aceites esenciales, considerando ensayos de actividad
antimicrobiana, anti-quorum sensing y anti-proteolitica, se elegiran los aceites esenciales que
resulten mas promisorios. Luego, se evaluara su toxicidad en abejas y de acuerdo a los resultados
obtenidos se probaran a campo en diferentes dosis y formas de administracion en las colonias de
abejas.

4. Objetivo(s) general(es) y objetivos particulares

El OBJETIVO GENERAL del presente plan de investigacion es determinar las propiedades
antimicrobianas y anti-patogénicas de ACEITES ESENCIALES, provenientes de PLANTAS O
HIERBAS AUTOCTONAS DE ARGENTINA, para el tratamiento de colonias de abejas afectadas por
el patégeno bacteriano Paenibacillus larvae, agente causal de Loque americana.

La evaluacién de la actividad anti-Quorum sensing y anti-Proteolitica de estas sustancias bioactivas
(AE) frente a Paenibacillus larvae, son investigaciones no desarrolladas hasta el presente.

Objetivos particulares

1.- Identificar, cuantificar y caracterizar los componentes quimicos principales de los aceites
esenciales empleados en este estudio.

2- Establecer la actividad antimicrobiana de las sustancias bioactivas (aceites esenciales), mediante
la determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion Bactericida Minima
(CBM), frente a Paenibacillus larvae.

3- Establecer cuantitativamente la actividad anti-quorum sensing (anti-QS) de cada uno de los
aceites esenciales ensayados.

4- Analizar la inhibicion de la actividad patogénica de P. larvae frente a la aplicacion de las
sustancias bioactivas.

5.-Determinar mediante bioensayos in vitro la Concentracion Letal (CL50) individual de cada aceite
esencial sobre Apis mellifera.

6.- Determinar los indices de selectividad (IS) de cada aceite.

7.-Seleccionar los aceites mas promisorios, de acuerdo a su IS, que podran ser suministrados en el

interior de colonias de abejas afectadas por P. larvae.



5. Métodos y técnicas a emplear.

Material biolégico: Se utilizaran en los ensayos experimentales cepas de P. larvae de referencia
(ATCC 9545) y cepas de P. larvae provenientes de distintas regiones geograficas de Argentina, que
fueron apropiadamente aisladas e identificadas de acuerdo a la metodologia empleada por Fuselli
(2006).

Aceites esenciales: Se evaluara la actividad bactericida y anti-patogénica de hierbas o especias
provenientes de distintas regiones de Argentina (Provincia de San Luis, Cérdoba, Jujuy, Neuquén y
Buenos Aires), tales como: Buddleja globosa (matico), Baccharis latifolia (chilca), Lippia turbinata
(poleo), Acantholipia seriphioides (poleo), Artemisia absinthium (ajenjo), entre otras. Los aceites
esenciales se obtendran por hidrodestilaciéon por arrastre con vapor. El arrastre con vapor podra
hacerse con generacion del mismo in situ o con generacion externa del mismo, tanto en equipo de
laboratorio tipo Clevenger, como en alambiques de mayor capacidad.

-Identificacion y caracterizacidon de los aceites esenciales:

La identificacién y caracterizaciéon quimica de los aceites esenciales se efectuara mediante un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS) y un cromatografo de
gases equipado con un detector de ionizacion de llama (GC-FID). Los analisis se realizaran por
triplicado y la cantidad relativa de cada componente se estimara a partir del area del pico
correspondiente, expresado como el porcentaje del area total del pico en el cromatograma. La
identificacion de los componentes del AE se llevara a cabo mediante la comparacion de los indices
de retencion calculados con los reportados por Adams (2007) y Pherobase (EL-Sayed, 2011) y
mediante los patrones de fragmentacion que figuran en librerias de datos (NIST 05 y SHIM 2205).
Ensayos in vitro:

- Actividad antimicrobiana del aceite esencial sobre P. larvae: Se evaluara mediante la
determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima
(CBM). La CIM se efectuara mediante el método de microdilucién en caldo (caldo infusion cerebro-
corazén suplementado con 0,1 mgL-1 de clorhidrato de tiamina (vitamina B1) (Shimanuki y Knox,
1991) y 9ug/ml de acido nalidixico, utilizando microplacas de 96 microcubetas, incubadas en
microaerofilia a 36+0,5 °C durante 48-72 horas. La CBM se efectuara transfiriendo 100 puL desde
cada una de las microcubetas negativas a agar MYPGP (Dingman y Stahly, 1983) a 3610,5 °C, 48-
72 horas.

- Calculo de la relacion CBM/CIM: El efecto antibacteriano de los aceites esenciales se determinara
mediante la relacion CBM/CIM y se comparara con valores estandar (Krogstad y Moellering, 1985).
Se considera efecto bactericida cuando el valor de CBM/CIM es <2, efecto bacteriostatico cuando el
valor de CBM/CIM resulta 24 y <32 y efecto tolerancia cuando el valor CBM/CIM es =32.

- Actividad anti-quorum sensing (anti-QS) de los aceites esenciales: Los ensayos de
caracterizacion preliminar anti-QS de los bioactivos utilizados se llevaran a cabo a través del método
de cuantificacion de violaceina (pigmento) producida por la bacteria Chromobacterium violaceum
siguiendo la metodologia propuesta por Choo et al., (2006), en la cual 1mL del cultivo bacteriano
tratado con los diferentes bioactivos a diversas concentraciones se centrifugara a 13.000 rpm
durante 10 minutos con el fin de precipitar la violaceina y descartar el sobrenadante. La violaceina se
solubilizara y homogenizara en 1 mL de Dimetil sulféxido (DMSO) y se centrifugara a 13.000 rpm
durante 10 minutos. Se medira la produccion del pigmento por absorbancia a 585 nm.

- Curva de Crecimiento de P. larvae en medio liquido: se realizara una curva de crecimiento
bacteriano de P. larvae en caldo cerebro corazén. Para ello se inoculara medio liquido hasta 0.1 de
Densidad optica (DO) 600nm partiendo de un pre-indculo de 24hs (DO aproximada 0.5). Los cultivos
se incubaran por aproximadamente 72hs en condiciones aerdbicas (150 rpm) a 37°C. Se procedera
a tomar alicuotas de dicho cultivo a diferentes tiempos y se medira la DO a 600nm.

-Actividad anti-proteolitica de los aceites esenciales sobre el secretoma de P. larvae: Se
preparara una suspension bacteriana de P. larvae (de un cultivo puro) de 1.10% UFC/ml (tubo N°1 de
la escala de McFarland) en agua peptonada. 10ml de esta suspension sera utilizado para inocular
20ml de caldo cerebro corazén. Cultivos de P. larvae se pondran en contacto con cada uno de los



aceites esenciales a diferentes concentraciones. Se incubaran a 37°C en un shaker orbital a 150 rpm
por 72hs y posteriormente se centrifugaran a 14.000 x g por 20 minutos y se reservara el
sobrenadante. Para medir el efecto de los aceites sobre el secretoma de P. larvae, se efectuara un
analisis cualitativo: los sobrenadantes se sembraran en diversos medios sélidos (ej. agar leche-
descremada) y se medira el diametro de los halos producidos por las proteasas; y se realizara un
analisis cuantitativo midiendo las proteinas liberadas por el método de Bradford (1976).
- Calculo de la CL50 individual: Cada uno de los aceites sera evaluado siguiendo la metodologia
de Ruffinengo et al. (2005). Se prepararan diferentes concentraciones de aceite en agua destilada y
se aplicaran sobre la superficie interna de capsulas de Petri. Como control, se utilizaran placas solo
con agua destilada. Para cada concentracién se efectuaran 5 réplicas. Posteriormente, se colocaran
5 abejas adultas mas un alimentador con candy (mezcla de azucar impalpable y agua). Como
testigos se considerara un grupo control sin ningun tratamiento y otro con suministro de Dimetoato
(téxico estandar). Las capsulas se incubaran a 30°C y 70% HR. A las 24, 48 y 72 hs se registrara la
mortandad de abejas en cada tratamiento. Mediante un analisis probit, teniendo en cuenta la
mortalidad natural diaria (Abbot, 1925), se estimara la CL50 para cada principio activo.
- Calculo del indice de selectividad y eleccion de los aceites mas promisorios: Se calcularan
los indices de Selectividad (IS) de cada aceite esencial testeado, teniendo en cuenta la CL50 de
abejas estimadas para las 24 hs y la CIM estimada para P. larvae. IS: CL50 de abejas/CIM agente
antimicrobiano para P. larvae. Los aceites esenciales que presenten valores de IS mayor, seran
seleccionados para ser evaluados en el interior de las colonias de abejas.

6. Cronograma mensual de actividades a desarrollar en el periodo de la beca.

Identificacion )| Actividad | Curva de Actividad Actividad CL50 IS
caracterizaciél anti-QS Crecimiento | anti antimicrobiana | individual
de los AE P. larvae proteolitica

2013

ABRIL +
MAYO

JUNIO

JULIO
AGOSTO
SEPTIEMBRE
OCTUBRE
NOVIEMBRE
DICIEMBRE

+| +| +| |+

+| +| +| +| +

+| 4+ +| |+

2014

ENERO
FEBRERO
MARZO
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8. Vinculacion del plan de trabajo con otros proyectos de investigacion en ejecucioén en el
mismo lugar de trabajo.

El plan de trabajo propuesto forma parte de las tareas programadas del PICT 1624-2008: “ACEITES

ESENCIALES: Estrategia alternativa no contaminante para el control de Loque americana”,



Investigador responsable: Dra. Sandra Rosa Fuselli (CIC-UNMdP), 2010-2014; Financiamiento:
$120.000; PROYECTO CONJUNTO DE INVESTIGACION “MERCOSUR” (PPCP 032/2011) Director:
Dr. Martin Eguaras (CONICET-UNMdP), Co-directora: Dra. Sandra R. Fuselli (CIC-UNMdP), 2011-
2014. Financiamiento $75.000 y del Proyecto REDES V: Proyecto de Investigacion Conjunto
Universidades de Argentina-Bélgica-Espana: “Sanidad apicola: Sustancias bioactivas para el control
de loque americana”. Proyecto N°: 14-15-115 (2013). Otorgado por: Programa de Promocién de la
Universidad Argentina (PPUA). Investigador responsable: Dra Sandra Fuselli (CIC-UNMdP).
Financiamiento: $30.000.

Recursos financieros solicitados: "Plaguicidas naturales para el control de loque americana y
loque europea en colonias de abejas meliferas”. Programa de subsidios para proyectos de
investigacion cientifica y tecnolodgica de la CIC. Convocatoria 2013. Periodo: 2014-2015. IR: Dra.
S.R. Fuselli. GR: Dra. R.M. Alonso Salces.

Del lugar de trabajo

1. Identificacion del lugar donde se realizara el plan de trabajo
El plan de trabajo se efectuara en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada-Artropodos,
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Mar
del Plata. Funes 3350. Nivel 0. TE: 54+0223-4752426 interno 27 - FAX 54+0223-4753150.
Directora: Dra. Sandra R. Fuselli (Grupo de investigacion “Microbiologia aplicada”, OCA N° 1872/13).

2. Descripcion de la infraestructura y servicios disponibles en relacion a los
requerimientos del plan de trabajo.
Para el desarrollo del PLAN DE TRABAJO, el Grupo de Investigacion posee un Laboratorio de

Microbiologia Aplicada (15 m2) y una oficina en dependencias del Departamento de Biologia —
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, bajo la direccién de la Dra. Sandra Rosa Fuselli. Se
cuenta con infraestructura y equipamiento necesario en dicha area: Cuarto de siembra, Estufas de
cultivo, Estufa de esterilizacion, Autoclave eléctrico, Shaker Orbital, Heladera y freezer, Balanzas
analiticas y granataria, micropipetas, Vortex, Bano termostatico, Microondas, PHimetro digital,
Centrifuga, Espectrofotometro, medios de cultivos especificos, material de vidrio, etc. y equipamiento
menor para determinaciones fisicoquimicas. La identificacion y caracterizacion de los AE se
efectuara mediante un cromatégrafo de gases Shimadzu 2010 acoplado a un espectrometro de
masas Shimadzu QP2010 (GC-MS) y un cromatografo de gases equipado con un detector de
ionizacion de llama Hewlett-Packard 5890 Serie Il (GC-FID) en la Universidad de La Republica
(Uruguay) mediante PPCP 032/2011. El material vivo que se utilizara en los bioensayos se
recolectara de apiarios experimentales ubicados en la Estacion Costera J. J. Nagera-UNMdP y de
apiarios comerciales, a los cuales se tiene acceso a través de SENASA, INTA y Ministerio de
Asuntos Agrarios. La Dra. Alejandra Ponce, Investigadora adjunta de CONICET (Co-directora),
efectua sus investigaciones en la Facultad de Ingenieria como Integrante del Grupo de Investigacion
de Ingenieria de Alimentos (GIIA) - UNMdP, bajo la Direccién de la Dra. Sara |. Roura. Cuenta con la
infraestructura y equipamiento necesario para efectuar parte del plan de trabajo. El equipamiento
mas relevante del Laboratorio es: Espectrofotometro UV-1601, Bafos termostaticos con sistema de
circulacioén, Banos de inmersion con circulacion y Laboratorio microbiolégico con flujo laminar.
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