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INTRODUCCION OBJETIVOS

La loque americana vy la cria yesificada, enfermedades comunes de la etapa|
larval de las abejas, son causadas por la bacteria esporulada Paenibacillus larvae
(Pl) v el hongo Ascosphaera apis (Aa), respectivamente. El control bioldgico de|
estas enfermedades es una alternativa para sustituir el uso de medicamentos
veterinarios y evitar la presencia de residuos toxicos en miel. Una amplia
variedad de bacterias producen lipopéptidos antimicrobianos (PAM), metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana que los ubica como antibidticos
potenciales. Muchas especies de los géneros Bacillus, Brevibacillus y
Paenibacillus producen varios PAM, entre los que se encuentran polimixinas,
iturinas, fengicinas, surfactinas, entre otros.
Se busca contar con herramientas que permitan seleccionar aquellas]
antagonistas potentes con minimos ensayos, de manera de profundizar el
estudio s6lo con las mas promisorias.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de cepas: Pruebas microbiologicas clasicas, perfiles metabdlicos
(APIS0CH/20E) y homologia de secuencias del gen ADNr 16S.

Antagonismo frente a Pl y Aa: Se evaluaron 35 cepas de Bacillus y Brevibacillus frente a 7
cepas de Pl y 2 de Aa en tres medios de cultivo (MYPGP, ISO-SENSITEST y Agar Cerebro
Corazon con Tiamina (CC)). Ensayo inhibicion por sustancias difusibles y volatiles;
evaluacion de inhibicion de estria bacteriana o desarrollo miceliar, a 24 y 48 hs (Figura 1).
Deteccion de genes PAM: Se analizo por PCR la presencia de 7 secuencias homologas (SH)
de distintos genes relacionados con la produccion de PAM (Figura 3A).

Otras variables: Se evaluo |la capacidad surfactante (Gota colapsada), formacion de
pelicula superficial y precipitado pH2 de sobrenadantes de cultivo liquido (MYPGP, CC, IST,
TS; 31¢C, 110 rpm, cada 24 h durante 6 dias).

Estadistica: Analisis de correspondencia multiple (STATISTICA, StatSoft 7) comparando
medios de cultivo, potencia antagonica, presencia de genes PAM) (Figuras 2 A,B,C, D, E , F
y 3B)

-Screening de cepas de Bacillus y Brevibacillus aisladas de
fuentes de apiario con antagonismo potente frente a Pl y Aa.

-ldentificar a nivel de especie a las cepas evaluadas.

-Determinar las condiciones de cultivo que favorecen la
potencia antagonica por sustancias difusibles y volatiles.

-Evaluar capacidad surfactante y otras variables fisico-
guimicas y su relacidn con el antagonismo.

-Definir si la presencia de marcadores genéticos de PAM es
un buen indicador de potencia antagodnica.

Figura 1. Ensayos de Antagonismo frente a distintas cepas de Pl y Aa. Antagonismo por
sustancias difusibles vs distintas Pl (A) y Aa (B). Antagonismo por sustancias volatiles vs distintas Pl
(C) y Aa (D).
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Resultados principales:

» ldentificacion de 28 cepas de las especies: Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus,
B.pumilus, B. megaterium, B. clausii, Brevibacillus borstelensis y Br. laterosporus.

» La potencia antagdnica es dependiente del medio de cultivo y del antagonista
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- CONCLUSIONES

enfrentadas tiene una variabilidad intrinseca.

_biocontroladoras.

ensayado. CC resulté mejor medio de cultivo para |la mayoria de los antagonistas. Br
laterosporus, B. pumilus y B. subtilis fueron las especies con mejores resultados frente

\ a ambos patdgenos.

» Capacidad surfactante variable segin el medio y el tiempo de cultivo. Cepas de B.

La potencia antagc')nica observada en funcion del medio de cultivo Y las cepas | subtilis resultaron las mejores en todos los medio ensayados, mientras que las de B.

cereus tuvieron nula capacidad surfactante. Las demas especies mostraron resultados
nulo a medio en alguno de los medios ensayados.

La correlacion entre presencia de gENES PAM, CapaC|dad surfactante e inhibicion » Surfactina, Bacilicina e Iturina A resultaron las SH mas frecuentes (40% cepas). La
del desarrollo de Pl o Aa permitirian seleccionar cepas potencialmente utiles como cantidad y distribucién de SH por especie es variable y no responde a un patrén comun

entre cepas. A mayor cantidad de SH mayor potencia antagdnica, aunque la ausencia
de SH no indica la ausencia de antagonismo.




