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RESUMEN

La loque americana o enfermedad de larvas de abeja es causada por la bacteria Paenibacillus larvae
y fue detectada por primera vez en Argentina en el afio 1989. Son muy pocos los paises en el mundo
reconocidos libres de esta enfermedad y escasas las herramientas para su manejo efectivo. Los desarrollos
de nuevas estrategias de control son sumamente necesarios para el avance de una apicultura sustentable. En
este marco, el objetivo general de la presente tesis de grado fue evaluar y comparar in vitro la actividad
antibacteriana de extractos acuosos y metanoélicos de dos especies de macroalgas pardas (Macrocystis
pyrifera y Undaria pinnatifida), en sus porciones basal-distal (MB-MD) y lamina-esporofilo (UL-UE),
respectivamente, contra siete cepas de la bacteria causante de loque. Ademas, se caracteriz6 el material
algal seco por medio de la cuantificacién de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Los resultados de las determinaciones quimicas mostraron mayor porcentaje de proteinas en UL, y
mayor porcentaje de lipidos y carbohidratos en UE. Los dos métodos cualitativos utilizados para estudiar
la actividad antibacteriana de los extractos, difusion en disco y pozo en agar, mostraron que los extractos
acuosos no presentaban actividad antibacteriana. En cuanto a los extractos metanolicos, se obtuvo mayor
didmetro en los halos de inhibicién de MB y de UE utilizando la técnica de agar pozo. Se realizaron ensayos
cuantitativos con los extractos metandlicos doble concentracion (2X) de MB y UE, a fin de determinar su
concentracién inhibitoria minima (CIM) frente a dos de las cepas bacterianas que resultaron mas
susceptibles (CMM(B)35 y MARL1) en los ensayos cualitativos. Se trabajo con diluciones dobles en un
rango de concentracion de 1,16 a 18,6 ug/mL para MB y de 1,52 a 24,4 ug/mL para UE. Este Gltimo extracto
presentd la CIM més baja frente a la cepa CMM(B)35, con un valor de 12,2 pg/mL, y duplicé este valor
frente a la cepa MAR1. MB también demostro tener buena actividad frente a las mismas cepas, con valores
de CIM de 18,6 pg/mL para ambas. Por Gltimo, se registrd crecimiento de P. larvae en todas las placas
control con metanol 80% en el medio de cultivo, descartando asi el efecto antibacteriano del solvente de
extraccion. Estos resultados demostraron que el extracto metanélico UE presento actividad antibacteriana
mas potente frente a P. larvae, constituyendo asi una alternativa natural eficaz para el tratamiento de loque

americana.

Palabras clave: Paenibacillus larvae, Apis mellifera, loque americana, extractos algales, actividad

antibacteriana, CIM.
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1. INTRODUCCION

1.1. Apis mellifera: biologia, estructura y organizacion poblacional

La abeja europea (Apis mellifera, Linneaus 1758), también conocida como abeja doméstica o abeja
melifera, es la especie de abeja con mayor distribucion en el mundo, crucial en el mantenimiento de la
biodiversidad al polinizar numerosas especies de plantas (Crane, 1990). El ciclo de vida es holometabolo,
es decir, existen cuatro etapas de desarrollo diferentes: huevo, larva, pupa y adulto. La larva es el estadio
de crecimiento, mientras que la pupa es el estadio de diferenciacion y formacion de las estructuras de los
adultos. Una colonia de abejas estd compuesta por tres clases de individuos: la reina (Gnica hembra diploide
fértil, ovopositora), millares de obreras (hembras diploides infértiles, que desempefian diversas funciones
en pos del mantenimiento de la colonia) y decenas de zanganos (machos haploides, cuya funcion es fecundar
a las reinas en los vuelos nupciales). Ademas de las abejas adultas, normalmente cada colonia tiene abejas
en diferentes estados de desarrollo: huevos, larvas, pupas, que colectivamente se designan como cria (von
Frisch, 1999).

1.2. Loque americana: agente causal

Las colonias de abejas (Apis mellifera L.) son amenazadas por numerosos patdégenos que incluyen
virus, hongos, bacterias y protozoos. Una de las patologias mas graves que afecta a las crias de abejas es la
logue americana (American Foulbrood). Dicha enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el
mundo, sobre todo en regiones templadas y subtropicales produciendo severos dafios y, en consecuencia,
grandes pérdidas econdmicas en el sector apicola (Crane, 1990). Los brotes de la enfermedad pueden
presentarse en cualquier época del afio en que existan crias en las colmenas, pero es mas frecuente durante
las lluvias. Es una enfermedad endémica que no supone amenaza para la salud humana. Generalmente se
encuentra presente en las colmenas, pudiendo permanecer por varios afios sin manifestar sintomas (de la
Sota & Bacci, 2005).

El agente causal es Paenibacillus larvae subsp. larvae. Se trata de un bacilo aerobio Gram positivo
que presenta dos formas de vida: una vegetativa (de crecimiento y multiplicacion) y otra esporular (de
resistencia), ambas microscopicas. La forma vegetativa de la bacteria posee flagelos peritricos que le
permiten moverse en el cuerpo infectado de la larva. También produce exotoxinas que se cree son las
responsables de la muerte de las crias infectadas (Genersch, 2010). La formacién de esporas elipsoidales
(centrales o terminales) ocurre fuera del cuerpo de la larva en presencia de oxigeno. Estas pueden
permanecer viables por largos periodos de tiempo (35 afios 0 mas) y sobrevivir a condiciones adversas tales
como desecacion, altas temperaturas y la accion de ciertos desinfectantes quimicos (de la Sota & Bacci,
2005).
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P. larvae puede ser cultivado y estudiado bajo condiciones in vitro. Al tratarse de un agente
patogeno altamente especializado de la larva de abeja, las esporas solo pueden germinar y desarrollar formas
vegetativas mediante el empleo de medios de cultivo sélidos o liquidos muy ricos en elementos nutritivos.
El medio de cultivo MYPGP debe su nombre a la abreviatura inglesa que refiere a sus constituyentes: caldo
Mueller-Hinton, extracto de levadura, fosfato potasico, glucosa y piruvato de sodio (Reynaldi & Alippi,
2006). En el agar MYPGP, las colonias de P. larvae son pequefias, regulares, casi siempre rugosas, planas
0 elevadas y de un color entre blanquecino y beige. Entre las pruebas bioquimicas, es importante la prueba
de catalasa para una diferenciacion preliminar rapida de P. larvae de otras especies de Bacillus presentes
en la colmena. Los bacilos formadores de esporas que pueden estar presentes en la colmena son catalasa
positivo, en tanto el agente causal de loque americana es el Unico bacilo catalasa negativo (OIE, 2018).

1.2.1. Transmision y multiplicacion en la colmena

Las esporas de P. larvae ingresan en la colmena por medio de abejas obreras: pecoreadoras que las
transportan en sus buches melarios y pilladoras desde colmenas infectadas. También pueden ingresar a
través de herramientas del apicultor o por la introduccion de panales infectados, alimentacién con miel
contaminada y cualquier intercambio de material proveniente de colmenas enfermas. Una vez dentro de la
colmena, las esporas son llevadas a la cria por medio de las abejas nodrizas que las depositan junto con el
alimento (miel, polen y jalea real) en las celdillas (de la Sota & Bacci, 2005). De esta forma, las larvas
adquieren la infeccion al ingerir las esporas con el alimento contaminado. Estas germinan un dia después y
la forma vegetativa de P. larvae se reproduce en el intestino de la larva debido al pH y tenor de oxigeno
adecuados, pasando luego a la hemolinfa y a diferentes tejidos del cuerpo. Alli continGa su reproduccion y
se generan millones de células patdgenas que liberan proteasas matando a la larva pocos dias después,
generalmente cuando ésta ha iniciado su etapa de pupa (cria operculada), aunque en algunos casos muere
aun siendo larva. A partir de su muerte, la cria comienza a cambiar su coloracion a negro parduzco y
desecarse paulatinamente, hasta que en aproximadamente 30 dias toma aspecto de una costra 0 “escama”
adherida a la pared inferior de la celdilla (Crane, 1990). La misma es de dificil extraccion, tanto para las
abejas como para el apicultor, de modo que al intentar extraerla generalmente se suele romper. Esta
“escama” es un cultivo puro de billones de esporas y constituye la principal fuente de infeccion (Genersch,
2010).

La susceptibilidad de las larvas a la loque americana disminuye cuando aumenta la edad: larvas de
menos de 24 horas solo necesitan seis esporas para infectarse, mientras que una larva de tres dias necesita
ingerir millones de esporas para ser infectada; pasado este periodo dificilmente se infecten (de la Sota &
Bacci, 2005). Cuando la infeccién es severa, la poblacion de obreras de la colonia disminuye drasticamente,
Ilegando incluso a la pérdida total de la colonia. Es importante mencionar que esta enfermedad es altamente

contagiosa, debido a la gran resistencia que tienen las esporas (Martinez-Pérez de Ayala et al., 2017).
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1.3. Antecedentes de control de la enfermedad y busqueda de alternativas naturales

Una vez que se ha detectado loque americana en una region, es muy dificil erradicarla por completo.
No obstante, es posible controlarla, por lo que resulta prioritario evitar su diseminacion. El control de la
enfermedad se realiza con técnicas preventivas de manejo, como por ejemplo, la quema de cuadros
infectados, que es el método mas antiguo y efectivo. También existe tratamiento quimioterapico como el
empleo de antibioticos, siendo en nuestro pais los productos mas utilizados la tilosina, el sulfatiazol sédico
o el clorhidrato de oxitetraciclina. El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA)
prohibio la utilizacion de este ultimo desde el 2016, por ser peligroso para el ambiente, la salud humana y
animal (Arribillaga, 2021). Sin embargo, su uso indiscriminado y los tratamientos incompletos provocaron
la aparicion de cepas bacterianas resistentes. Entre otros efectos negativos, cabe mencionar que los
antibiéticos sintéticos actlan solamente sobre la parte vegetativa de la bacteria, y pueden dejar residuos en
la miel y otros productos de la colmena (Eguaras et al., 2005; Genersch et al., 2006; Gonzélez, 2011).

En este contexto, se han comenzado a estudiar nuevas estrategias de control de patdgenos
microbianos. La utilizacion de alternativas naturales de control de loque americana resulta necesaria para
el desarrollo de una apicultura sustentable. Algunas de ellas incluyen la aplicacion de aceites esenciales
(Gende et al., 2008 y 2014), extractos de plantas (Flesar et al., 2010; Damiani et al., 2014), asi como
extractos de propéleos (Bastos et al., 2008) y control biolégico a través de bacterias antagdnicas (Gonzalez,
2011; Alonso-Salces et al., 2017). Generalmente, los compuestos producidos de forma natural, si se
comparan con los antibidticos, tienen un mejor potencial, menos efectos secundarios y una toxicidad
minima (Saeed et al., 2020).

Existe evidencia sobre el uso de extractos de microalgas como Chlorella vulgaris (Beijerinck
1890), con efecto antimicrobiano significativo contra las células vegetativas y las esporas de siete cepas de
P. larvae: CCM 4483, CCM 4484, CCM 4485, CCM 4486, CCM 4487, CCM 4488 y CCM 5680, obtenidas
de una coleccion de la Republica Checa. Las microalgas representan una rica fuente natural de compuestos
bioldégicamente activos que pueden mostrar actividad antiviral, antimicrobiana, antiinflamatoria y
antioxidante. Esto las posiciona como un suplemento alimenticio y profilactico interesante para las abejas
(Dostalskova et al., 2021). Sin embargo, no se registra informacion relacionada a la aplicacion de extractos

de macroalgas para combatir el agente causal de logue americana.

1.4. Macroalgas marinas

Las macroalgas son organismos eucariotas pluricelulares fotosintéticos que se desarrollan en
multitud de habitats, distribuyéndose a nivel mundial en todas las zonas climéticas, desde las aguas calidas
tropicales hasta las regiones polares heladas (Lee, 1980).

En cuanto a su morfologia, el cuerpo vegetativo (en el que no se diferencian raiz, tallo u hojas) se

denomina talo. EI mismo se adhiere al sustrato a través de distintas estructuras: rizoides, un pequefio disco
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basal o un conjunto de prolongaciones cilindricas, bifurcadas y entrelazadas que forman un pequefio
grampén. Algunas especies de macroalgas necesitan un determinado sustrato, mientras que otras no
presentan preferencias. La mayoria de las especies crecen sobre fondos duros, sélidos, y/o sobre piedras o
rocas (Mendoza, 1999).

Debido a las condiciones extremas del ambiente al que estdn expuestas, las algas marinas han
desarrollado distintas estrategias de defensa que incluyen compuestos quimicos estructuralmente diversos
y complejos, sintetizados a partir de diferentes rutas metabdlicas (Sdnchez Gonzélez, 2020). Estos
compuestos incluyen enzimas protectoras y moléculas antioxidantes (alcaloides, flavonoides, fenoles,
taninos, florotaninos, terpenoides, pigmentos, glucésidos y esteroides) que poseen potentes propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antivirales, antifungicas y anticancerigenas (Lezcano et al., 2018; Haq et
al., 2019).

Es importante tener en cuenta que factores bidticos, como el estado reproductivo y la edad del talo,
y factores abidticos, como la estacionalidad y la ubicacion geografica, tienen influencia en la bioactividad
de los extractos de macroalgas. Ademas, existen discrepancias relacionadas a los procedimientos de
extraccion y los microorganismos diana utilizados en los bioensayos (Goecke et al., 2012). Debido a las
diferentes naturalezas quimicas de los posibles compuestos antimicrobianos, las condiciones de extraccion
y recuperacion deben optimizarse para cada caso particular. La mayoria de los estudios antibacterianos con
algas se refieren a extractos crudos, con diferentes componentes que pueden actuar por separado 0

sinérgicamente para ejercer la actividad bioldgica (Sanchez Gonzalez, 2020).

1.4.1. Algas pardas: Macrocystis pyrifera y Undaria pinnatifida

De acuerdo con sus caracteristicas, las diversas especies de macroalgas se agrupan bajo el rango
taxonémico de Phylum. Caracteres citologicos (niveles de organizacion), bioguimicos (pigmentos,
composicion de la pared celular) y reproductivos (ciclos y estructuras reproductivas) son algunas de las
caracteristicas en las que se basan los criterios para la agrupacién de éstas. Sin embargo, la presencia de
fitopigmentos distintos de la clorofila se usa de manera mas comdn para clasificar a las algas en las
siguientes familias: Chlorophyceae (algas verdes), Phaeophyceae (algas pardas) y Rhodophyceae (algas
rojas). Las especies Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh, 1820 y Undaria pinnatifida (Harvey)
Suringar, 1873 utilizadas en la presente tesis de grado, se agrupan dentro de las algas pardas. EI color marron
verdoso de Phaeophyceae se atribuye a la presencia de xantofilas y a clorofilas ay ¢ (Lee, 1980).

M. pyrifera y U. pinnatifida pertenecen al orden Laminariales, por lo tanto, comparten ciertas
caracteristicas. Tienen un ciclo de vida con alternancia de generaciones heteromdrficas, siendo el esporofito
la forma macroscdpica (donde se diferencian rizoides de fijacion, estipite y laminas) y los gametofitos
masculino y femenino, microscépicos (Lee, 1980). Ambas especies forman densas poblaciones en las costas

argentinas y su valor comercial no se halla suficientemente explotado. Los grandes bosques de M. pyrifera

5
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se encuentran desde los 42°S hasta el canal de Beagle (Mendoza, 1999). Por su parte, U. pinnatifida
(conocida vulgarmente como “wakame”) es una especie invasora originaria de las costas de Japon, Corea
y China, que ocupa més de 1000 km de costas patagénicas y continta dispersandose. Resulta de gran interés
por el impacto que tiene sobre las macroalgas nativas y sobre otros componentes de las comunidades
costeras. Esto la convierte en un ejemplar especialmente atractivo al momento de buscar posibles

aplicaciones para su biomasa (Dellatorre et al., 2012).

1.5. Técnicas para evaluar la actividad antibacteriana

Las distintas especies y cepas de microorganismos presentan diferentes grados de sensibilidad
frente a un agente antimicrobiano. El principal propdsito de las pruebas de sensibilidad a los
antimicrobianos es orientar en la eleccion del agente apropiado para un tratamiento determinado. Con lo
cual, la susceptibilidad puede informarse de forma cualitativa al categorizar a la bacteria como susceptible,
intermedia o resistente, y de forma cuantitativa en términos de concentracidn del agente que inhibe el
crecimiento del microorganismo (Balouiri et al., 2016).

Las técnicas cualitativas mas ampliamente difundidas son el ensayo de difusion en disco y pozo en
agar. Estan basadas en el método originalmente descrito por Bauer et al., (método de Kirby-Bauer), fueron
estandarizadas y son actualmente recomendadas por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) de Estados Unidos, anteriormente conocido como
el Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS) (Ramirez & Castafio, 2009). Las
mismas ofrecen muchas ventajas sobre otros métodos: simplicidad, bajo costo, capacidad de probar enorme
namero de microorganismos y agentes antimicrobianos, y facilidad para interpretar los resultados. Por su
parte, dentro de las técnicas cuantitativas, los métodos de dilucion son los mas apropiados. Estos sirven para
la determinacion de los valores de concentracion inhibitoria minima (CIM), ya que ofrecen la posibilidad
de estimar la concentracion del agente antimicrobiano probado en el agar (dilucién de agar) o caldo
(macrodilucién o microdilucién). El valor CIM registrado se define como el valor més bajo de
concentracién del agente antimicrobiano ensayado que inhibe el crecimiento visible del microorganismo
probado, y por lo general es expresado en mg/mL o pg/mL (Balouiri et al., 2016).

Las mencionadas técnicas han sido utilizadas en el area de la sanidad apicola, obteniéndose muy
buenos resultados (Reynaldi & Alippi, 2006; Bastos et al., 2008; Gende et al., 2008; Damiani et al., 2014;
Fernéndez et al., 2019).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el marco de los antecedentes previamente expuestos, la hipotesis que se propuso para la presente
tesis de grado fue la siguiente:

“Extractos de las macroalgas pardas M. pyrifera y U. pinnatifida poseen actividad antibacteriana

frente a P. larvae, agente causal de logue americana.”

Se plante6 como objetivo general, evaluar y comparar in vitro la actividad antibacteriana de
extractos acuosos y metanoélicos de M. pyriferay U. pinnatifida contra distintas cepas de la bacteria causante
de la enfermedad de la cria de abeja.

Los objetivos especificos fueron:

° Caracterizar quimicamente el material algal seco y determinar la concentracion de los
extractos preparados a partir de ellos.

° Evaluar y comparar in vitro la actividad antibacteriana de M. pyrifera y U. pinnatifida,
mediante técnicas cualitativas y cuantitativas.

° Comparar el efecto de los solventes de extraccidon (agua y metanol 80%) utilizados en la

preparacion de los extractos algales sobre la actividad antimicrobiana contra P. larvae.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de trabajo

La presente tesis de grado se realiz6 en el area de Microbiologia Apicola del Laboratorio de
Estudios Apicolas (LabEA), que pertenece a la red de centros de 1+D de la Comision de Investigaciones
Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC). Este laboratorio se ubica en el Departamento de
Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (UNS). Los extractos algales fueron preparados en el
Laboratorio de Ficologia del Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca (INIBIBB,
CONICET-UNS), con la colaboracion de la Dra. Carolina Fernandez.

3.2.Cepas bacterianas

Se utilizaron siete cepas de P. larvae. Tres de ellas, Cobo, Sierra 'y Tipica, fueron obtenidas de la
coleccion del Centro de Investigacion en Abejas Sociales (CIAS) de la Universidad Nacional de Mar del
Plata. Otras tres, CMM(B)15, CMM(B)23 y CMM(B)35, pertenecen al cepario de Micologia Médica de la
Universidad Nacional de La Plata y fueron donadas por el Dr. Francisco J. Reynaldi. Finalmente, la cepa
MARL1 fue aislada de colmenas ubicadas en un establecimiento de la Estacién Naposta, por la Lic. M.
Agustina Rodriguez, estudiante doctoral del LabEA.

Para germinar las esporas, se tom6 una alicuota del cultivo puro, se diseminé en superficie en una
placa con medio MYPGP, y se incub6 durante una semana en microaerofilia a 37°C. Posteriormente, se
repic6 una colonia individual a una nueva placa con MYPGP, se realiz6 aislamiento en estrias y se llevé a
incubacién durante 48 h en aerobiosis a 37°C. Una vez obtenidas las colonias, se hicieron crecer en medio
MYPGP liquido durante 48 h en aerobiosis a la misma temperatura, con el fin de obtener un cultivo liquido
puro (OIE, 2018). Para confirmar la pureza, se realizé la tincion de Gram (Fig. 1) y la prueba de catalasa
(Gerhardt, 1981). El cultivo puro fue utilizado para las pruebas de capacidad antibacteriana de los extractos

algales que seran descriptas a continuacion.

Figura 1. Tincion de Gram.
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3.3. Material algal

Se trabajé con dos macroalgas marinas: M. pyrifera (Linnaeus) C. Agardh 1820 y U. pinnatifida
(Harvey) Suringar, 1873 (Fig. 2). El material algal fue colectado por el grupo de trabajo de la Dra. Carolina
Fernandez durante septiembre de 2021 en dos localidades de la Provincia de Chubut: M. pyrifera en las
costas de Bahia Camarones y U. pinnatifida en las costas de Puerto Madryn.

Las determinaciones que se describen a continuacion se realizaron en diferentes partes del talo: en
M. pyrifera en sus porciones basales (MB) y distales (MD) y en U. pinnatifida en laminas (UL) y esporofilos
(UE).

Figura 2. Material algal. a) Macrocystis pyrifera. b) Undaria pinnatifida.

3.3.1. Caracterizacion quimica de las algas

Con el fin de caracterizar el material algal, se determinaron las propiedades quimicas que se
describen a continuacion. A partir del método de Kjeldahl se determiné el nitrégeno total de las muestras,
que luego fue multiplicado por el factor de conversion 5 (Angell et al., 2016). Esta determinacion fue
realizada en el Laboratorio de Servicios Analiticos de suelos, plantas y ambiente (LABSPA-CONICET),
ubicado en el Departamento de Agronomia de la UNS. Por su parte, los carbohidratos totales fueron
cuantificados mediante la técnica de Dubois (1956), y los lipidos, con el protocolo de Folch et al. (1957)
con algunas modificaciones (Song et al., 2013). Estas determinaciones fueron realizadas por la Dra.

Carolina Fernandez.

3.3.2. Elaboracién de los extractos algales

Se prepararon dos extractos de cada porcién de material algal utilizando dos solventes: metanol
80% (80 metanol:20 agua) y agua destilada (Fig. 3). Para ello, se pes6 1 g de material algal liofilizado y se
mezcld con 15 mL de solvente. Se incub6 durante 170 minutos a temperatura ambiente en agitador orbital
a 300 rpm. Transcurrido ese tiempo, se sonico durante 10 minutos y se centrifug6 a 2000 rpm durante 15

9
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minutos, para luego separar el sobrenadante. El precipitado fue extraido dos veces mas empleando 5 mL de
solvente en cada re-extraccion y siguiendo la misma metodologia. Todos los extractos se realizaron por
triplicado.

Para determinar la actividad antibacteriana de los extractos por técnicas cuantitativas, se utilizaron
extractos metandlicos doble concentracion (2X). Para ello, se trabajé a partir de 2 g de material algal

liofilizado y se realiz6 el procedimiento descripto previamente.

Figura 3. Elaboracién de los extractos algales.

3.3.2.1. Determinacion de la concentracion de los extractos algales
Para la determinacion del extracto seco, se sigui6 el protocolo tomado de Norma Argentina IRAM-

INTA 15935-2, parte 2, para extractos de propdleos (Bedascarrasbure et al., 2006). Se colocaron 5 mL de
los extractos acuosos y metandlicos (MB, MD, UL, UE) y para el caso de los extractos metandlicos 2X
(MB 'y UE), se colocd 1 mL en un vaso de precipitado de 50 mL de capacidad que fue previamente pesado
(mO0). Los vasos se llevaron a estufa a 100 + 2°C durante 48 h. Pasado ese tiempo, se dejaron enfriar en un
desecador y se pesaron (m1). Finalmente, se calcul el extracto seco por diferencia de peso con la siguiente
férmula:

ES % =210+ 100

m2

Donde

ES es el extracto seco en gramos por 100 gramos

mO es la masa del vaso de precipitado

m1 es la masa del vaso de precipitado mas el residuo seco en gramos

m2 es la masa de la muestra en gramos (se obtiene de la diferencia entre el peso del vaso con los

mL del extracto incorporados al inicio de la determinacion, menos mO).
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3.4. Actividad antibacteriana de los extractos de M. pyrifera y U. pinnatifida por técnicas cualitativas

3.4.1. Difusion en disco

Se obtuvo un cultivo liquido puro de P. larvae en 5 mL de caldo MYPGP de la incubacion durante
48 h a 37°C. Se colocaron 100 pL del mencionado patdgeno (equivalente al tubo 3 de la escala de
McFarland) sobre la superficie de la placa de Petri con medio MYPGP y se distribuyeron con un hisopo
estéril. Sobre cada caja sembrada, se colocaron 4 discos de papel de filtro estériles de 7 mm de diametro
embebidos con 45 uL de los extractos algales acuosos, por un lado, y metanolicos por otro, de MB, MD,
UL y UE, con las concentraciones que se informan en los resultados. Se realizaron controles de la técnica
con cuatro discos estériles embebidos con 45 uL de los solventes de extraccion (agua y metanol 80%, seglin
el extracto evaluado). Las placas se incubaron a 37°C por 48 h en aerobiosis. Las pruebas se realizaron por
triplicado para cada extracto y para cada cepa de P. larvae (de Graaf et al., 2013).

Luego de la incubacion, se tomaron fotografias de cada caja y se midieron los halos de inhibicion
del crecimiento bacteriano utilizando el software Image J 1.53f (2023), restando el didmetro de los discos
de filtro. Se establecieron diferentes categorias de inhibicion en base al halo promedio generado segun una
escala elaborada por Rodriguez et al. (2023), con algunas modificaciones, y para una mejor visualizacién

se les asignaron colores segin Schmidt (2018) (Tabla 1).

Tabla 1. Rangos de capacidad inhibitoria de los extractos algales metanélicos
de Macrocystis pyrifera basal y distal y Undaria pinnatifida lamina y

esporofilo.
Inhibicién promedio (mm) Capacidad inhibitoria
0al Nula
>la4d Baja
>7al0 Buena

3.4.2. Difusion en pozo

Se trabajé de la misma manera descripta para la técnica cualitativa de difusion en disco. Con tips
estériles, se hicieron pocillos de 8 mm de didmetro y aproximadamente 8 mm de profundidad en el medio
de cultivo. En ellos se colocaron 80 pL de los extractos algales acuosos, por un lado, y metandlicos por
otro, de MB, MD, UL y UE, con las concentraciones que se informan en los resultados. Se realizaron
controles de la técnica con cuatro pocillos con 80 uL de los solventes de extraccion (agua y metanol 80%,

segun el extracto evaluado). Las placas se incubaron a 37°C por 48 h en aerobiosis. Luego de la incubacion,
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se examind la presencia de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano y los resultados se registraron de
la misma forma descripta previamente para la técnica de difusion en disco, restando el didmetro del pozo.
Los ensayos se realizaron por triplicado para cada extracto y para cada cepa de P. larvae (de Graaf et al.,
2013).

3.5. Actividad antibacteriana de los extractos de M. pyriferay U. pinnatifida por la técnica cuantitativa
de dilucién en agar

Para esta técnica se emplearon los extractos metanolicos de MB y UE, que exhibieron mayor
actividad antibacteriana en las determinaciones cualitativas descriptas previamente. Asimismo, estos
extractos se estudiaron contra las cepas de P. larvae CMM(B)35 y MARL, que resultaron més susceptibles
en los mencionados ensayos.

Se trabajo por triplicado con la técnica cuantitativa de dilucién en agar para determinacion de la
CIM. Para ello se adapt6 el protocolo de Fernandez et al. (2019). En cada placa se volcé agar MYPGP
fundido con 1 mL de las diluciones de los extractos algales metanolicos. Se prepararon cinco diluciones
con agua destilada, en un rango de concentraciones que vari6 entre 18,6 y 1,16 pug/mL para el extracto MB
y entre 24,4 y 1,52 ng/mL para el extracto UE. Estas cantidades se obtuvieron luego de realizar calculos
sobre las concentraciones de los extractos secos utilizadas en los ensayos cualitativos. Las placas se agitaron
suavemente hasta lograr una mezcla homogeénea y se dejaron secar dentro de la cabina de flujo laminar.
Luego, con un hisopo estéril se diseminaron uniformemente 100 puL. de cada cepa bacteriana a los cuales se
les determind el numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) por la técnica de drop plate
(Herigstad et al., 2001). Cuando el in6culo fue absorbido, se llevaron las placas a incubacion a 37°C durante
48 h, en aerobiosis. Finalmente, se observd la presencia/ausencia de crecimiento del patdgeno y se
determind como la CIM a aquella concentracion mas baja de extracto algal que mostré inhibicién, es decir,
ausencia del patégeno. Como control de la técnica se mezcléd agar MYPGP con 1 mL de metanol 80%.

Ademas, se agregd un control sin extracto (control positivo).

3.6. Analisis de los datos

Los datos se expresaron como la media + desvio estandar (DE). Las caracteristicas quimicas se
analizaron por ANOVA simple. Por su parte, el efecto de los extractos algales se estudié con un ANOVA
en bloque simple para cada cepa y cada metodologia, por separado, donde cada placa de Petri es un bloque
(tres bloques, o repeticiones, por cepa) y hay cuatro tratamientos. Para comparar la inhibicion entre cepas,
se realiz6 un ANOVA simple para cada uno de los extractos algales y metodologia. Todos los datos fueron
transformados al In (x+1) para que cumplan con los supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante
gréaficos Q-Q plot normal y la prueba de Bartlett y Levene, respectivamente. Las diferencias entre las medias

se analizaron por la prueba de Bonferroni (p<0,05). Para todos los analisis se utilizo el software Excel.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion quimica del material algal y de sus extractos
Los resultados obtenidos de la caracterizacién quimica del material algal se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion quimica del material algal seco.

Algas Muestra  Proteinas (%)t  Lipidos (%) Carbohidratos (%0)
Basal 12,072+ 0,082 (a)* 1,84 £0,18 (b) 1,90 £ 0,23 (a)
M. pyrifera
Distal 12,60+ 0,15(a) 0,79 +0,27 (a) 2,09+£0,19 (a)
Lamina 16,52+ 0,13(c) 1,36 £0,07 (b) 2,94 £ 0,16 (b)
U. pinnatifida

Esporofilo  14,65+0,44 (b) 6,40+0,37(c) 459 +0,11 (c)

L Porcentaje (%) significa g/100 g (p/ps). 2Valor promedio de 3 repeticiones. 3Desvio estandar. “Valores
con letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05),
por la prueba de Bonferroni.

La concentracion de proteinas oscil6 entre 12,07 + 0,08% y 16,52 + 0,13%. Mientras que para los
lipidos y carbohidratos se registraron valores menores, entre 0,79 £ 0,27% y 6,40 + 0,37%, y 1,90 £ 0,23%
y 4,59 + 0,11%, respectivamente. Los resultados demostraron que no hay diferencias significativas en el
contenido de proteinas, como asi tampoco en el de carbohidratos para las distintas partes del talo en M.
pyrifera, mientras que para U. pinnatifida hay diferencias en la caracterizacion para los tres pardmetros
analizados en lamina y esporofilo.

Los resultados de la concentracion de los extractos algales se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de los extractos algales secos.

Concentracion extracto seco (%o)!

Alga Muestra
Acuoso Metandlico
) Basal 1,652 + 0,663 1,55 + 0,03 (ab)*
M. pyrifera .
Distal 1,77 + 0,57 1,85+ 0,17 (b)
) . Lamina 2,04+0,11 1,43 £ 0,06 (a)
U. pinnatifida ]

Esporofilo 197+0,21 1,34+ 0,11 (a)

'Porcentaje (%) significa g/100 g (p/ps). 2Valor promedio de 3 repeticiones. 3Desvio estandar.
“Valores con letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), por la prueba de Bonferroni.
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Todas las concentraciones variaron entre 1,34 + 0,11% y 2,04 + 0,11%, para ambos extractantes.
Los resultados demostraron que no existen diferencias significativas entre las concentraciones de los
extractos acuosos. Para el caso de los extractos metandlicos, MD mostré mayor concentracion con respecto
a los extractos de U. pinnatifida. Cuando se compararon ambos extractantes, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas que se describen a
continuacion, se seleccionaron las muestras MB y UE para realizar los extractos metandlicos 2X utilizados
en la determinacién cuantitativa. Los resultados obtenidos en el célculo de la concentracion mostraron
diferencias significativas entre dichos extractos: 1,86 + 0,70% para MB y 2,44 + 0,18% para UE.

4.2. Actividad antibacteriana de los extractos de M. pyrifera y U. pinnatifida por técnicas cualitativas

4.2.1. Difusion en disco
Ninguna de las siete cepas estudiadas de P. larvae fue inhibida por los extractos algales acuosos

probados. Sin embargo, los extractos metandlicos lograron inhibir el crecimiento bacteriano (Fig. 4).

Figura 4. Halos de inhibicidn del crecimiento de la cepa Tipica, frente a los extractos
algales metanolicos de Macrocystis pyrifera basal (MB) y distal (MD) y Undaria
pinnatifida lamina (UL) y esporofilo (UE).

La tabla 4 presenta los resultados obtenidos midiendo el diametro de los halos de inhibicién del
crecimiento en milimetros para las siete cepas de P. larvae estudiadas frente a MB, MD, UL y UE, luego

de 48 h de incubacién.
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de los extractos algales metanélicos de Macrocystis
pyrifera y Undaria pinnatifida, por la técnica de difusion en disco.

Cepas de Extracto algal metanolico

P. larvae MB MD UL UE
CMM(B)15 2,74+ 1,22 1,3+2,.3 27+1,2 33+12
CMM(B)23 07+1,2 1,3+172 1,7+15 33+1,2

CMM(B)35 07+12(a)¢ = 1,3%12 (ab)

Cobo 3,3+2,3(b) 0(a) 1,3+1,2 (ab)

MAR1 2,0+ 0 (ab) 0,7+1.2(a) 0,7+12(a) 4,0+0 (b)
Sierra 0,7+1,2 0 20+0 0,7+172
Tipica 13+1.2 1,3+23 2020 200

MB: M. pyrifera basal; MD: M. pyrifera distal; UL: U. pinnatifida Iamina; UE: U. pinnatifida
esporofilo. En blanco: inhibicién nula. En celeste: inhibicién baja. En verde: inhibicion media.
Promedio del diametro de los halos de inhibicion expresado en milimetros. 2Desvio estandar.
3Valores con letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), por la prueba de Bonferroni.

Para todos los extractos, asi como para todas las cepas, el grado de inhibicién en general fue
bajo/nulo: solo en tres casos se observd capacidad inhibitoria media. Por otro lado, el estudio del
comportamiento de cada cepa frente a los cuatro extractos mostr6 que solo CMM(B)35, Cobo y MAR1
presentaron diferencias significativas en los grados de inhibicion de acuerdo con el extracto algal estudiado
(p<0,05). Para el resto de las cepas, los extractos tuvieron el mismo efecto antibacteriano sobre ellas.

Por su parte, al analizar los extractos individualmente frente a cada cepa, se observé que UE mostré
diferencias significativas de inhibicién entre cepas (p<0,05). En contraste, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la inhibicion de los demas extractos: todas las cepas mostraron el mismo

grado de susceptibilidad (Fig. 5).
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Figura 5. Actividad antibacteriana por la técnica de difusion en disco de los extractos algales metanélicos de
Macrocystis pyrifera en su porcién basal (MB) y distal (MD), y de laminas (UL) y esporofilos (UE) de Undaria
pinnatifida. Las letras sobre las barras corresponden a los resultados de la prueba de Bonferroni.
4.2.2. Difusién en pozo

Ninguna de las siete cepas estudiadas de P. larvae fue inhibida por los extractos algales acuosos
probados. Sin embargo, los extractos metandlicos mostraron inhibicién del crecimiento bacteriano en

distintos grados (Fig. 6).

Figura 6. Halos de inhibicion del crecimiento bacteriano frente a los extractos
algales metanolicos de Macrocystis pyrifera basal (MB) y distal (MD) y Undaria
pinnatifida Iamina (UL) y esporofilo (UE). a) Cepa CMM(B)35. b) Cepa MARL.
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La tabla 5 presenta los resultados obtenidos midiendo los diametros de los halos de inhibicién del
crecimiento en milimetros para las siete cepas de P. larvae estudiadas frente a MB, MD, UL y UE, luego
de 48 h de incubacion. Se observo que los resultados de inhibicidn en esta técnica fueron mayores que en

la técnica de difusion en disco.

Tabla 5. Actividad antibacteriana de los extractos algales metandlicos de Macrocystis pyrifera y
Undaria pinnatifida, por la técnica de difusion en pozo.

Cepas de Extracto algal metandlico
P. larvae MB MD UL UE

CMM(B)15 7,7t+152(ab) 7,7+32(a)
CMM(B)23

CMM(B)35 8,017 (a)
Cobo 3,3+1,2(a)

MAR1
Sierra 2,0+0 (a) 7,323 (bc) 3,3%£1,2(ab)
Tipica 8,0+ 0(c) 4,0+0(a) 7,3+ 1,2 (bc)

MB: M. pyrifera basal; MD: M. pyrifera distal; UL: U. pinnatifida lamina; UE: U. pinnatifida
esporofilo. En celeste: inhibicion baja. En verde: inhibicién media. En amarillo: inhibicién buena.
En rojo: inhibicion muy buena.

Promedio del didmetro de los halos de inhibicién, expresado en milimetros. 2Desvio estandar.
3Valores con letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), por la prueba de Bonferroni.

Para los extractos MD y UL, la capacidad inhibitoria fue en general media/buena: ningin halo de
inhibicién superd los 8 mm. El extracto MB presentdé mayor tamafio en los halos de inhibicién que los
mencionados previamente. UE logro los halos de inhibicién de mayor diametro, con valores entre 7,3 + 1,2
mmy 16,0 + 2,8 mm. Por otro lado, el estudio del comportamiento de cada cepa frente a los cuatro extractos
mostrd que todas las cepas presentaron diferencias significativas en los grados de inhibicion de acuerdo con
el extracto algal estudiado, a excepcion de CMM(B)23. Debido a un problema de contaminacion solo se
trabajo con dos repeticiones para esta cepa, lo cual, muy probablemente, fue la causa de la falta de
diferencias estadisticas.

Por su parte, al analizar los extractos individualmente frente a cada cepa se observo que tanto MB
como UE mostraron diferencias significativas de inhibicion entre cepas (p<0,05). En contraste, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la inhibicion de los demas extractos: todas las

cepas mostraron el mismo grado de susceptibilidad (Fig. 7).
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Figura 7. Actividad antibacteriana por la técnica de difusion en pozo de los extractos algales metandlicos de
Macrocystis pyrifera en su porcion basal (MB) y distal (MD), y de laminas (UL) y esporofilos (UE) de Undaria
pinnatifida. Las letras sobre las barras corresponden a los resultados de la prueba de Bonferroni.

4.3. Ensayo de la actividad antibacteriana de los extractos de M. pyriferay U. pinnatifida por la técnica
cuantitativa de concentracion inhibitoria minima (CIM)

De acuerdo con los anélisis estadisticos realizados en las pruebas cualitativas de difusion en disco
y pozo, los extractos MB y UE fueron los que mostraron mayor grado de inhibicion en ambos casos. De las
cepas bacterianas que fueron mas susceptibles a los mencionados extractos, se seleccionaron CMM(B)35 y
MARL.

Al inicio de la técnica CIM, se diseminaron 100 uL de indculo en cada placa, que correspondieron
a2,5x10” UFC/mL de la cepa CMM(B)35 y 1,1x10® UFC/mL de MAR1 (Fig. 8). Se observd que el extracto
metandlico 2X de UE mostrd la CIM maés baja frente a la cepa CMM(B)35, con un valor de 12,2 pg/mL.
Por su parte, duplico el valor de CIM frente a la cepa MARI, con un valor de 24,4 ug/mL (Fig. 9). El
extracto metanolico 2X de MB también demostré tener buena actividad antibacteriana con respecto a los
valores de CIM mencionados anteriormente, registrando un valor de 18,6 pg/mL para ambas cepas (Fig.
10). Por un problema de contaminacidn, no se incluyd en las fotografias la repeticion 3 de la dilucién 2
frente a MARL.

Por ultimo, se observo crecimiento de ambas cepas en todas las placas control con metanol 80%
(control de la técnica) en el medio de cultivo, indicando que el metanol no es el agente inhibidor de la

bacteria patogena en cuestion (Fig. 11). A su vez, ambas cepas crecieron en los controles positivos.
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Figura 8. Técnica de drop plate agar: diluciones 1073, 107, 105y 1075,
a) Cepa CMM(B)35. b) Cepa MARL.

a) Diluciones
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24,4 ng/mL 12,2 ng/mL 6,1 pg/mL 3,05 pg/mL 1,52 pg/mL
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b) Diluciones
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Figura 9. Prueba cuantitativa de determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
con el extracto metanolico 2X al 80% de Undaria pinnatifida en su porcion esporofilo (UE). Las
tres placas corresponden a repeticiones de la misma dilucion. a) Cepa CMM(B)35. * CIM: 12,2

ug/mL b) Cepa MARL. * CIM: 24,4 pg/mL.
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b) Diluciones
1 2 3 4 5
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18,6 pg/mL 9,3 pg/mL 4,65 pg/mL 2,32 pg/mL 1,16 pg/mL

Concentracion

Figura 10. Prueba cuantitativa de determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM)
con el extracto metanolico 2X al 80% de Macrocystis pyrifera en su porcion basal (MB). Las
tres placas corresponden a repeticiones de la misma dilucién. a) Cepa CMM(B)35. * CIM: 18,6

ug/mL b) Cepa MARL. * CIM: 18,6 pg/mL.

Figura 11. Placas control con metanol 80%, donde se obtuvo crecimiento
bacteriano. a) Cepa CMM(B)35. b) Cepa MARL.
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5. DISCUSION

Teniendo en cuenta los efectos negativos de P. larvae sobre las colonias de abejas meliferas y los
inconvenientes de los tratamientos tradicionales, resulta primordial el desarrollo de alternativas naturales
eficaces para su control. EI empleo de productos de origen natural para el tratamiento de microorganismos
patégenos evitaria el uso indiscriminado de antibidticos convencionales, con la consecuente aparicion de
cepas resistentes, de residuos en los productos apicolas y la contaminacién del ambiente causada por metales
pesados.

En el presente estudio, se evaluaron extractos de las macroalgas pardas M. pyriferay U. pinnatifida
como una alternativa novedosa contra el agente causal de loque americana. Algunos investigadores se han
concentrado en el estudio de la actividad antibacteriana que poseen M. pyrifera y U. pinnatifida frente a
bacterias patdégenas de humanos como Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus (Patra et al., 2017;
Qiu, 2020), Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus cereus (Martelli et al., 2020), Proteus
mirabilis, Serratia marcescens (Park et al., 2005), entre otras. Sin embargo, como ya se ha comentado, este

es el primer trabajo que estudia las mencionadas macroalgas marinas frente al patdgeno de larvas de abejas.

5.1. Caracterizacion quimica del material algal

Con relaciéon a la caracterizacién quimica sobre el material algal seco, se evidencié mayor
porcentaje de proteinas en UL, con un valor promedio de 16,52 + 0,13% p/ps. Estos resultados coinciden
con Solana (2022), quien estudi6 el contenido proteico de la lamina de U. pinnatifida (15,82 £ 0,40% p/ps),
también recolectada en Puerto Madryn, en el mismo periodo del afio. En general, las proteinas representan
entre un 5-15% p/ps (g/100 g de alga seca) en algas pardas (Darcy-Vrillon, 1993) y son ricas en los
aminoacidos glicina, arginina, alanina y acido glutdmico (Quitral et al., 2012).

Respecto a lipidos, UE presentd6 mayores porcentajes. El contenido total lipidico registré un
promedio de 6,40 + 0,37% p/ps, similar a Solana (2022) (6,36 + 0,81% p/ps). La fraccion lipidica en
macroalgas representa entre un 1-5% p/ps (Jensen, 1993). Corresponden a esta fraccion una mezcla de
diferentes compuestos como aceites, pigmentos, vitaminas liposolubles, esteroles y otros componentes no
polares. Los lipidos de algas tienen una mayor proporcion de acidos grasos poliinsaturados que las plantas
terrestres. Estos son componentes de los lipidos de la membrana estructural y resultan esenciales para la
alimentacion animal y humana (Sanchez Gonzalez, 2020).

Finalmente, entre los carbohidratos de algas pardas se destacan los polisacéridos que forman la
pared celular, compuesta principalmente de fucoidan, alginato, laminarina y sus derivados (Balboa et al.,
2013). UE también presentd los mayores porcentajes en el contenido de estos compuestos organicos: un
promedio de 4,59 + 0,11% p/ps. Sin embargo, Quitral et al. (2012) mencionan que las algas contienen una
alta concentracion de carbohidratos, como polisacéridos estructurales, de almacenamiento y funcionales,

con valores de 20 a 70% p/ps. También, Darcy-Vrillon (1993) describié mayor contenido de carbohidratos
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en algas: hasta un 50% del peso seco. Con lo cual, los valores obtenidos en la presente tesis se encuentran
muy por debajo de lo sefialado por estos autores.

Las diferencias entre los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica y los valores de otros
trabajos cientificos pueden responder a multiples factores, como, por ejemplo, el clima, la geografia, las
etapas de crecimiento del alga, su distribucion marina, entre otros, asi como al método de extraccion
utilizado (Ortiz Viedma, 2011).

5.2. Actividad antibacteriana de los extractos de M. pyrifera y U. pinnatifida por técnicas cualitativas

La eleccion del solvente es critica y determinante en los rendimientos de extraccion y el
subsiguiente efecto inhibidor del crecimiento bacteriano, debido a la influencia de este en la solubilizacién
de compuestos bioactivos con diferentes estructuras quimicas y polaridades. Sin embargo, aln no esta claro
qué tipo de solvente es el méas efectivo y adecuado en la extraccién de compuestos bioactivos de macroalgas
marinas (Saeed et al., 2020). Una extraccion empleando solventes organicos, logra la separacion de
compuestos lipofilicos, como esteroides y otros compuestos organicos importantes, mientras que, por
extraccion acuosa, se logra la obtencion de ficocoloides tales como agar, carragenanos y alginatos (Silva-
Beltran et al., 2015).

En esta tesis de grado se emplearon dos tipos de solventes para la extraccion de compuestos algales
bioactivos con potencial actividad antibacteriana: agua y metanol 80%. Si bien los extractos acuosos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas en sus concentraciones respecto a los metanolicos,
los primeros no mostraron actividad antibacteriana. Estas observaciones son similares a las de Dostalskova
et al. (2021). Estos autores probaron tres extractos de la microalga C. vulgaris (acuoso, metanélico 70% y
acetonico) contra P. larvae. La mayor actividad fue registrada para extractos acetdnicos y metanolicos, con
didmetros de la zona de inhibicién de 23,8 £ 7,5 mm y 22,0 £ 7,1 mm, respectivamente. Estos autores
observaron que el empleo de agua como solvente de extraccion mostrd la actividad de inhibicién mas baja,
con un promedio del didmetro de la zona de inhibicién de 8,1 £ 0,9 mm.

Respecto a las técnicas cualitativas probadas, los halos de inhibicion de mayor didmetro se
detectaron mediante la técnica de difusion en pozo, en contraste a la difusion en disco. En esta Ultima
técnica, los halos no superaron los 6 mm de didmetro. Sin embargo, se observaron halos de hasta 16 mm de
didmetro con el método de pozo en agar. Estas diferencias se pueden atribuir al menor volumen de extractos
algales inoculados en la técnica de difusion en disco, a la capacidad de absorcion y difusion de estos y, en
consecuencia, menor exposicion de las cepas bacterianas a los compuestos bioactivos. Segun Ramirez &
Castafio (2009), la técnica empleando discos presenta varias desventajas; una de ellas es la composicion del
papel filtro Whatman. Este presenta celulosa con numerosos grupos hidroxilos libres haciendo que la

superficie del disco sea hidrofilica. Asi, algunos compuestos cationicos de los productos naturales son
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adsorbidos en su superficie, y la difusion en el agar se ve alterada. Los compuestos apolares pueden no ser
influenciados por dichos grupos hidroxilos y difundir facilmente.

En la técnica de difusion en disco, UE resulté més efectivo, aun resultando el extracto algal con
menor concentracion (1,34 + 0,11%). Se obtuvieron mayores didmetros en los halos de inhibicion del
crecimiento de las cepas bacterianas CMM(B)35, Cobo y MARL, con valores de 6,0 + 3,5 mm, 53+ 23y
4,0 £ 0 mm, respectivamente. Estos son valores bajos considerando investigaciones que probaron otros
compuestos naturales contra P. larvae, aplicando la misma metodologia. Antinez et al. (2008), probaron
un extracto etanolico de propoéleos, siendo la medida del halo de inhibicion mayor a 20 mm en todos los
casos. Por su parte, Heredia Martin (2015), evalu6 la actividad antibacteriana de cuatro fracciones (hexano,
benceno, éter etilico y acetato de etilo) de un extracto hidroalcohdlico de marcela (Achyrocline
satureioides). En dicho trabajo, la fraccién hexano tuvo mayores halos de inhibicidn, con un promedio de
25 mm. Finalmente, Chaimanee et al. (2017) probaron 37 extractos etandlicos de diferentes plantas
obtenidas del norte y sur de Tailandia. Todas presentaron distinto grado de inhibicién en un rango entre
11,33y 29,67 mm. El extracto de albahaquilla (Chromolaena odorata) resulto ser el mas efectivo, con halos
de inhibicion entre 18,67 y 29,67 mm de diametro.

Mediante la técnica de difusidn en pozo, también se observé que UE resulté més efectivo en cuanto
a actividad antibacteriana, obteniéndose mayores diametros en los halos de inhibicion del crecimiento de
las siete cepas bacterianas. El valor méximo se evidencié frente a CMM(B)23, con un promedio de 16,0 +
2,8 mm. Se registraron valores similares en investigaciones que probaron otros compuestos naturales contra
P. larvae, aplicando la misma metodologia. Isidorov et al. (2018) probaron extractos (n-hexano, éter
dietilico y metanol) de yemas y ramas jovenes de plantas resinosas. Los extractos de yemas de abedul
comun (Betula pendula) y alamo negro (Populus nigra) lograron mayores halos de inhibicion, de 19,2 a
22,5 mm y desde 17,7 a 22,2 mm, respectivamente. Entre los extractos de ramas de abedul, la mayor
actividad se observd para los extractos de hexano de abedul pubescente (B. pubescens) con zonas de
inhibicion de 15 a 22,4 mm, y extractos de hexano de las ramas de B. pendula, con zonas de inhibicion de
20 a 22,8 mm. Por su parte, Gonzélez (2011) probé la actividad antibacteriana de diferentes extractos
(hexano, benceno, éter etilico y acetato de etilo) y el aceite esencial de marcela (A. saturoides) y menta
peperina (Minthostachys vericillata) sobre 11 cepas de P. larvae, siendo los extractos de hexano de ambas
especies los que lograron mayor inhibicion del crecimiento, con valores maximos de 31,0+ 1,4 mmy 21,7
+ 1,5 mm, respectivamente. Por Gltimo, Marghitas et al. (2011) trabajaron con extractos de albahaca
(Ocimum basilicum), ortiga (Urtica dioica), tomillo (Thymus vulgaris) y milenrama (Achillea millefolium),

registrando mayor actividad antibacteriana en el extracto de ortiga, con halos de inhibicion de 21 mm.
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5.3. Ensayo de la actividad antibacteriana de los extractos de M. pyriferay U. pinnatifida por la técnica
cuantitativa de concentracion inhibitoria minima

A partir de la técnica cuantitativa, se observo que el extracto metandlico 2X de UE mostro el valor
de CIM mas bajo frente a la cepa CMM(B)35, con un valor de 12,2 pg/mL. Por su parte, duplico el valor
de CIM frente a la cepa MARL, con un valor de 24,4 ug/mL. El extracto metandlico 2X de MB también
demostrd tener buena actividad antibacteriana a una concentracién intermedia respecto a los valores de CIM
mencionados anteriormente, registrando un valor de 18,6 pg/mL para ambas cepas. Los resultados son
alentadores teniendo en cuenta los valores de CIM de otros compuestos naturales probados para el control
del agente causal de loque americana. Por ejemplo, Antlnez et al. (2008) evaluaron un extracto etandlico
de propoleos, y la CIM promedio fue de 54 pug/mL. Con relacion a extractos de plantas, Damiani et al.
(2014) probaron extractos etandlicos (etanol 80%) y aceites esenciales de hojas de laurel (Laurus nobilis).
Estos autores registraron valores de CIM en un rango de 208 a 416 ug/mL y de 600 a 1200 pg/mL,
respectivamente. Por su parte, Gende et al. (2009 y 2014) trabajaron con aceite esencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum) y obtuvieron una CIM de 50 pg/mL, y con aceites esenciales de Mentha spp.,
obteniendo las concentraciones mas bajas en un rango de 600 a 700 ug/mL para el aceite esencial de un
hibrido salvaje.

5.4. Consideraciones finales

Por lo expresado anteriormente, podria haber relacidn entre la eficacia antibacteriana del extracto
UE vy sus caracteristicas quimicas, en especial si se considera su mayor contenido total de lipidos y
carbohidratos. Con el mencionado extracto, se obtuvieron mayores didmetros en los halos de inhibicion,
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su efecto entre las siete cepas bacterianas puestas a
prueba, y se logrd la menor concentracidn inhibitoria frente a la cepa CMM(B)35. Esta hipotética asociacion
eficacia antibacteriana-contenido total de lipidos puede sustentarse con los resultados de Dostéalkova et al.
(2021), donde se identificaron los compuestos con actividad antibacteriana de microalgas marinas como
lipidos: monoacilgliceroles y acidos grasos libres o metil ésteres de acidos grasos. Ademas, se podria
explicar la mayor actividad antibacteriana del extracto hidroalcohélico (metanol 80%) por la presencia de
algunos compuestos fendlicos, como los flavonoides, ya que este tipo de solvente polar resulta 6ptimo para
la extraccion de los mismos. Se ha informado que los compuestos fenolicos inhiben la sintesis de
peptidoglicano, dafian la estructura de la membrana microbiana, modifican su hidrofobicidad y modulan el
quorum sensing. Existe la hipétesis de que la presencia de un sistema de electrones deslocalizados es
responsable de la actividad antimicrobiana de los compuestos fenélicos (Fernandez et al., 2019).

Finalmente, cabe destacar que se registro crecimiento de las cepas bacterianas en todas las placas
control con metanol 80% en el medio de cultivo, tanto en las pruebas cualitativas como cuantitativas. Esto

indica que el solvente de extraccion no fue el responsable del efecto antibacteriano. Otros investigadores
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utilizaron el mismo extractante en sus investigaciones y tampoco observaron efectos inhibitorios por parte
del solvente (Dostéalkova et al., 2021).

Con la informacién obtenida en la presente tesis de grado, se puede afirmar que U. pinnatifida en
su porcidn esporofilo presenta la actividad antibacteriana mas potente frente a P. larvae. Los esporofilos de
las algas marinas son frondes que se desarrollan en época fértil en la base del estipite, especializados para
llevar esporangios (Lee, 1980; Dellatorre et al., 2012). Cada esporangio contiene esporas en su interior, por
lo cual la extraccion de su biomasa contribuiria a la reduccion de la dispersion de esta especie exdtica
invasora y a su vez, se lograria el control de la loque con una alternativa natural.

Como perspectivas a futuro, las investigaciones se deberian centrar en el estudio del efecto del
extracto metan6lico UE en ensayos a campo en apiarios, para determinar su eficacia real asi como la
ausencia de toxicidad y/o efectos adversos para las abejas y para los productos de la colmena. Ademas, se
deberian realizar estudios in vitro sobre las propiedades esporicidas de dicho extracto, a fin de destruir las

esporas de P. larvae y utilizarlo como tratamiento preventivo contra loque americana.

26



Sanidad apicola: extractos algales como alternativa natural para el control de loque americana

6. CONCLUSIONES

v

Se corrobora la hipdtesis planteada en la presente tesis de grado, ya que los extractos metanélicos
de las macroalgas pardas M. pyrifera y U. pinnatifida presentan actividad antibacteriana frente a P.
larvae. Sin embargo, los extractos acuosos no muestran el mismo efecto.

El material algal seco de U. pinnatifida contiene mayor porcentaje de proteinas, lipidos y
carbohidratos, en contraste con M. pyrifera. UL tiene mayor porcentaje de proteinas, mientras que
UE tiene mayor porcentaje de lipidos y carbohidratos.

La técnica de difusion en pozo resulta méas efectiva en contraste con la de difusién en disco, ya que
se observan mayores halos de inhibicidn del crecimiento del patdégeno en cuestion, empleando
extractos algales metandlicos.

Los extractos metandlicos de MB y UE tienen mayor capacidad inhibitoria frente a las siete cepas
de P. larvae en las técnicas de difusién en pozo y difusion en disco.

El valor de CIM mas bajo es para el extracto metanolico 2X de UE frente a CMM(B)35. De esta
manera, resulta ser el extracto con actividad antibacteriana mas potente contra P. larvae y, por lo
tanto, CMM(B)35 la cepa mas susceptible.

Los solventes de extraccion por si solos no inhiben el crecimiento bacteriano, lo que confirma que
la inhibicion procede de los compuestos bioactivos presentes en los extractos algales.

Los extractos metandlicos de las macroalgas pardas M. pyrifera'y U. pinnatifida presentan actividad
antibacteriana contra P. larvae, constituyendo asi una alternativa natural para el potencial control

de la loque americana.
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