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Resumen:

Aethina tumida es una plaga que causa afectaciones estructurales y de produccion en la
industria apicola. EI método de control incluye usar plaguicidas sintéticos que pueden afectar
a las abejas, contaminar la miel y otros productos de la colmena, asi como generar resistencia
a plagas. En el presente estudio se evalud el efecto coleoptericida de un extracto crudo de
quitinasa recombinante ChiBLUV 02 de Bacillus licheniformis UVO01 expresada en cepas de
Escherichia coli BL21 (De3) sobre la especie Aethina tumida. Se evaluaron diferentes
unidades de actividad enzimaética (0.42, 1.26, 2.10. 4.20, 8.40, 12.60, 16.80 y 21.00 U/ml)
mezcladas con el alimento de mantenimiento para larvas y escarabajos. El alimento fue
administrado en raciones de 1 g/dia durante 3 dias y se evalud el efecto coleoptericida a las
24,48 y 72 h. Las CLso y CLgo se calcularon empleando un andlisis Probit. La aplicacion de
21.00 U/ml de quitinasa recombinante promovié la mortalidad del 45 % de larvas después de
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72 h de administracion; sin embargo, ninguna de las concentraciones evaluadas tuvo efecto
sobre los escarabajos adultos. El anlisis Probit indico que se necesitan 27.03 y 168.92 U/ml
para promover la mortalidad del 50 (CLso) y 90 % (CLgo) de la Aethina tumida. La actividad
enzimaética de los extractos crudos fue baja para lograr una mayor mortalidad de las larvas y
adultos de Aethina tumida, por lo tanto, se debe mejorar la actividad quitinolitica en las cepas
ChiBLUV 02 para incrementar su efecto coleoptericida.
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Introduccion

La apicultura es una actividad subyacente al sector pecuario que proporciona materias primas
para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética nacional e internacional. Ademas, el
sector apicola proporciona ingresos econdmicos para muchas familias). Sin embargo, uno
de los grandes problemas de la apicultura son las malas précticas de manejo y almacenamiento
de los productos derivados de la colmena por parte de los apicultores, lo que favorece la
presencia de plagas y provoca pérdidas econémicas. Una de las plagas principales que afectan
al sector apicola es la Aethina tumida, una especie conocida como "pequefio escarabajo de la
colmena” que pudiera clasificarse como parasito de las abejas por la forma en la que se
desarrolla a costa de las abejas dentro de la colmena. Esta especie es originaria de las regiones
tropicales y subtropicales del Africa subsahariana®, pero en los tltimos 20 afios, ha cobrado
importancia internacional al haber extendido su presencia a diferentes partes del mundo
provocando infestaciones de colonias de abejas, principalmente Apis mellifera scutellata y
Apis mellifera capensis®.

Las principales afectaciones de la A. tumida en la apicultura incluye los dafios estructurales a
la colmena y la fermentacion de la miel por los excrementos de adultos y larvas, lo que afecta
directamente el registro de la colmena y el rendimiento y calidad de la miel obtenida®?.
Cuando la infestacion de A. tumida en las colmenas es extrema puede desencadenar una
disminucion de la poblacion de abejas, debido a que los adultos se alimentan de crias de
abejas, asi como del polen y la miel, estos factores sumados a la presencia de otros parasitos
o enfermedades pueden desencadenar el colapso de la colmena®. El control de esta especie
se realiza por varios métodos entre los que se incluyen el fortalecimiento de las colonias de
abejas y las buenas practicas de manejo apicola, el uso de trampas, asi como el uso de
plaguicidas como el cumafés (CheckMite™™) y fluvinato que son empleados en el interior de
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la colmena o la permetrina que se aplica en los suelos alrededor de las colmenas. Los
plaguicidas sintéticos son efectivos para el control de esta especie, sin embargo, su uso puede
tener graves consecuencias que derivan en la contaminacion de la miel y otros productos de
la colmena, afectaciones al ambiente, alteraciones en la poblacion de abejas, dafios a la salud
de los apicultores, asi como la generacion de plagas resistentes®.

La tendencia actual se ha centrado en el desarrollo de bioplaguicidas a partir de fuentes
naturales, la aplicacion de la biotecnologia enzimatica o el uso de depredadores o parasitoides
naturales de la especie. Una de estas alternativas es el uso de quitinasas, enzimas altamente
especificas que hidrolizan la quitina, un carbohidrato que forma parte del 75 % del
exoesqueleto de los insectos, el cual les confiere resistencia y rigidez®, y que se podrian
emplear de manera combinada con trampas en el interior de las colmenas que permitan el
ingreso de las plagas y que eviten el contacto con las abejas. Ademas, algunos autores han
mencionado que las quitinasas promueven un efecto antialimentario en larvas de insectos
debido a que afectan la estructura de la membrana perotréfica de sus intestinos, promoviendo
la disminucion en el éxito de la pupacién y aumentando la mortalidad en las etapas de larvas
y pupas’®). Las bacterias del género Bacillus son unas de las mayores fuentes de compuestos
naturales biolégicamente activos®, que producen numerosos metabolitos secundarios y una
gran cantidad de enzimas, ademas, dentro de este género se encuentran algunas especies
denominadas seguras y favorecedoras para los cultivos y el medio ambiente como B. subtilis,
B. licheniformis y B. pumilus, sin embargo, antes de su utilizacion en campo se deben evaluar
ampliamente en términos de bioseguridad®?. Varias especies de Bacillus muestran actividad
quitinolitica, como Bacillus pumilus®®, B. licheniformis cepa LHH100®?, B.
licheniformis®®'%. Debido a que las quitinasas hidrolizan la quitina, un polisacarido
encontrado en alta proporcion en insectos, hongos, levaduras y estructuras internas de algunos
vertebrados, varios estudios se han enfocado en el uso de estas enzimas para el control
bioldgico de patdgenos que afectan a las plantas y de plagas de insectos que afectan al sector
agricolat415.16),

Al momento no existen estudios en los que se haya probado la efectividad de las quitinasas
sobre A. tumida, pero debido al alto porcentaje de quitina que contine su exoesqueleto® y el
efecto alimentario que ha sido reportado en otros estudios se considera que la aplicacion de
quitinasas”) pudiera ser una alternativa viable para su control. Sin embargo, las abejas también
cuentan con un alto porcentaje de quitina en la composicion de su exoesqueleto y podrian
verse afectadas de manera indirecta durante su aplicacion, por lo que, de ser efectivo el
tratamiento, en los siguientes estudios se propondria evaluar diferentes métodos de aplicacion
en los que se podria combinar el uso de atrayentes quimicos (feromonas) y trampas que
permitan el ingreso de larvas o adultos de A. tumida pero no de abejas, para evitar afectaciones
en la colmena. Por lo anterior, el presente trabajo es el primero de una seria de estudios que
tiene la finalidad de generar las bases para el desarrollo de un tratamiento efectivo y natural
para el control de A. tumida mediante la determinacion del efecto coleoptericida de una
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quitinasa obtenida de B. licheniformis UV01 y expresada en Escherichia coli BL21 (DE3) en
condiciones de laboratorio.

Material y metodos

Las cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) productoras de la quitinasa recombinante fueron
obtenidas del cepario del laboratorio de quimica y gendmica de la Facultad de Bioanalisis
campus Veracruz. Para la obtencion del extracto crudo de la quitinasa recombinante se
preinocularon las cepas Escherichia coli BL21 (DE3) en agar Luria Bertani (LB) adicionado
con Kanamicina (10 mg/ml) para obtener un crecimiento exponencial de cultivo celular. Se
realiz6 un cultivo de 50 ml de medio LB adiciondndole isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) para inducir la expresion de la proteina de interés (quitinasa) dejando la incubacién
durante 8 h a 37 °C y agitacion de 220 rpm. Para obtener el extracto crudo enzimatico se
sonico el cultivo durante 20 ciclos de 15 seg con 30 de descanso con la subsecuente
centrifugacion 17,200 xg durante 15 min y 4 °C7). El extracto crudo obtenido se almacend a
4 °C en recipientes herméticamente tapados hasta su uso en los ensayos con A. tumida.

La viabilidad de la enzima recombinante como una alternativa natural para el control de A.
tumida, se determind mediante la evaluacién de su actividad quitinolitica. Para esto, se
adicionaron 500 ml de extracto crudo enzimatico en un tubo eppendorf® y se incub6 a 32 °C
por 5 min. Posteriormente, se adicionaron 500 ml de quitina coloidal al 1 % en buffer de
fosfatos pH 6.0 100 mM y se incubd a 32 °C por 1 h. Después de la reaccién se cuantifico la
concentracion de aztcares reductores por el método del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS)®®),
como una medida indirecta de la concentracion de N-acetil-D-glucosamina liberada en la
reaccion. La actividad enzimatica se definio6 mM de N-acetil-D-glucosamina liberados min
a 32 °C (pH 6). Como control negativo se evalud la actividad quitinolitica de un extracto
crudo de cepa no recombinante de Escherichia coli BL21 (DE3).

Las colonias de A. tumida silvestres se establecieron con adultos (machos y hembras) sanos
recolectados de apiarios de la zona centro del estado de Veracruz que se acondicionaron en
camaras de cria con medio de mantenimiento (agua y alimento). Las camaras de cria se
disefiaron a partir de cajas Petri de 60 x15 mm marca Cientifica Senna®, a las que se les
realizd una perforacién central de 4 cm de didametro para favorecer la ventilacion. EI medio
de mantenimiento consistio en la administracion cada tercer dia de 1 g de alimento elaborado
con miel, polen y cebada de cerveza (1:1:1). Una vez que ovipositaron los escarabajos se
reubicaron en otra caja Petri y las larvas que eclosionaron se mantuvieron con las mismas
condiciones de alimento y agua por un periodo de 3 semanas, posteriormente, se colocaron
en camaras de empupado. Para esta etapa, se disefiaron camaras que consistieron en
recipientes de plastico con una capacidad de 1 L a los cuales se les agregd % partes de arena
y en la parte superior se adaptd una caja Petri con una perforacion en la base que les permitio
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a las larvas descender e iniciar su etapa de empupado. Los nuevos individuos se ubicaron en
camaras independientes a las primeras generaciones y fueron mantenidos con las mismas
condiciones de agua y alimentacion. Todas las etapas de desarrollo de la A. tumida se
mantuvieron en una estufa de cultivo (Benchtop incubator 12E, Quincy Lab Inc. Illinois,
USA) a 28 + 2 °C y una humedad relativa promedio de 82 + 3 % que se midié con un
termohigrometro (HTC-2 Uplayteck, México). La HR se estabiliz6 agregando una torunda de
algodon con 5 ml de agua al interior de las cAmaras de cria, la cual se cambi6 cada 48 h. Para
los ensayos de actividad coleoptericida se utilizaron escarabajos en estadio adulto con
metamorfosis completa con una edad de 10 dias (de tonalidad oscura y completamente
esclerosado). Para las pruebas en el estadio larvario, se utilizaron larvas de 3 a 4 dias posterior
a su eclosion9),

Para preparar las diferentes unidades de actividad a evaluar en el ensayo coleoptericida se
cuantifico su actividad de la enzima recombinante y a partir de ésta se evaluaron 8
concentraciones (0.42, 1.26, 2.10. 4.20, 8.40, 12.60, 16.80 y 21.00 U/ml). El extracto crudo
de quitinasa recombinante se mezcld con el alimento y se administr6 a grupos de 10
escarabajos o larvas para cada una de las concentraciones evaluadas y se determind el efecto
agudo a las 24, 48 y 72 h. Para el grupo control se administrd alimento de mantenimiento sin
enzima para ambos estadios. Se consideré muerto todo aquel espécimen que no caminara o
no respondiera a la manipulacion con las pinzas de diseccion Luzeren®. En todos los ensayos,
los escarabajos y larvas tratados se mantuvieron a una temperatura de (28 £ 2 °C) con
oscuridad relativa. La variable respuesta fue el porcentaje de mortalidad de los escarabajos y
larvas (24, 48 y 72 h después de iniciado el ensayo). Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

Los datos de mortalidad fueron analizados estadisticamente mediante un analisis de varianza
(ANDEVA) a un nivel de significancia de 0.05 y comparacion de medias por medio de la
prueba de Tukey usando el paquete estadistico SAS versién 9.3. Para el calculo de las CLsg y
CLgo se empled el analisis Probit®?,

Resultados y discusion

El extracto crudo de quitinasa recombinante present6 42 unidades de actividad enzimatica por
mililitro (U/ml), las cuales fueron tomadas como base de calculo para ajustar las unidades de
actividad que se evaluaron sobre A. tumida. El extracto crudo de la enzima no recombinante
no presento actividad quitinolitica, lo que comprueba la viabilidad de la enzima recombinante.
Una vez que el alimento con enzima recombinante se administro a las larvas y adultos de A.
tumida se evalud la mortalidad cada 24 h hasta las 72 h. La méxima mortalidad de larvas de
A. tumida se observo a las 48 h de administracion del alimento, posterior a ese tiempo ya no

122



Rev Mex Cienc Pecu 2025;16(Supl 4):118-129

hubo mortalidad de larvas. Debido a esto, el calculo de las CLso y CLgo Se realizo con las
observaciones obtenidas en este tiempo.

Actividad coleoptericida del extracto crudo de quitinasa recombinante

Los resultados de las pruebas coleoptericidas en larvas de A. tumida mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de mortalidad cuando se aplicaron diferentes
unidades de actividad enzimatica (P<0.05). El porcentaje de mortalidad aumento conforme
se incrementd la actividad enzimatica, siendo el mejor resultado el uso de 21 U/ml de
quitinasa recombinante, que promovio el 45 % de mortalidad de larvas de A. tumida (Cuadro
1). El tiempo minimo requerido para observar el efecto agudo de los extractos enzimaticos
fue de 48 h. Por otro lado, el efecto coleoptericida se pudo apreciar desde la adicion de la de
4.2 U/ml de quitinasa recombinante con la que se obtuvo 10 % de mortalidad, sin embargo,
la actividad enzimatica en el extracto fue insuficiente para obtener mortalidades superiores al
45 %. Lo anterior muestra la necesidad de aumentar la actividad enziméatica mediante el
cambio de vectores de expresion o de células hospederas para su expresién que aumente la
concentracion de proteina y potencie su actividad quitinolitica.

Cuadro 1: Actividad coleoptericida de los extractos crudos de quitinasa recombinante en el
estadio larvario de A. tumida (U/ml)

24 h 48 h 72 h
VivasMuertasMortalidadVivasMuertasMortalidadVivasMuertasMortalidad
(%) (%) (%)

*Testigo 20 O 0 20 0 0 20 0 0
0.42 20 0 0 20 0 0 20 0 0
1.26 20 0 0 20 0 0 20 0 0
2.10 20 0 0 20 0 0 20 0 0
4.20 20 0 0 18 2 10 18 2 10
8.40 20 0 0 16 4 20 16 4 20
12.60 20 0 0 14 6 30 14 6 30
16.80 19 1 5 13 7 35 13 7 35
21.00 18 2 10 1 9 45 1 9 45

*Alimento sin enzima recombinante.

Otro aspecto para considerar es que no fue posible utilizar una mayor cantidad de enzima ya
que, al ser un extracto crudo liquido, al mezclarla con el alimento lo diluia y dificultaba su
administracion. Ademas, la enzima debe pasar el tracto digestivo del escarabajo para poder
realizar su accion, lo que puede dificultar su accién. El extracto de quitinasa recombinante
tuvo efecto coleoptericida sobre A. tumida en su estadio larvario promoviendo hasta 45 % de
mortalidad al emplear 21.00 U/ml. El ensayo fue replicado con los escarabajos en su estadio
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maduro, pero no se observo ningun efecto con las actividades enzimaticas evaluadas. Una
explicacion de este resultado puede ser el mecanismo de digestion de los escarabajos, ya que
se menciona que algunos grupos depredadores realizan su digestion en el buche por medio de
enzimas del intestino medio entre las que se incluyen proteasas, enzimas que podrian limitar
la accion de las quitinasas®V). Otros autores han mencionado que el tracto digestivo de los
escarabajos cambia durante su metamorfosis en la etapa de empupado, para adecuarse a su
etapa adulta, lo que podria condicionar la efectividad de la quitinasa recombinante al
mezclarse con el alimento®?. Estos factores sumados a la baja concentracion de enzima y a
la imposibilidad de probar una concentracion mayor de enzima por la dilucién que promovia
del alimento, pudieran ser responsables de la nula mortalidad mostrada en el estadio adulto.

Determinacion de la CLso y CLgo

Los datos de mortalidad de larvas se emplearon para realizar el analisis Probit y calcular las
unidades de actividad quitinolitica requeridas para promover la mortalidad del 50 (CLso)
(Figura 1) y 90 % (CLgo) (Figura 2) de la poblacion, que fueron de 27.03 y 168.93 U/ml,
respectivamente. El efecto coleoptericida mostrado por el extracto crudo de la quitinasa de B.
licheniformis UV01 confirma su potencial uso como método alterno de control de A. tumida.

Figura 1: CLso del extracto crudo de quitinasa recombinante sobre larvas de A. tumida
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Figura 2: CLgo del extracto crudo de quitinasa recombinante sobre larvas de A. tumida
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Estos resultados son comparables con otros estudios®?4?® en los que han empleado
quitinasas recombinantes que han resultado en alternativas prometedoras en el control de
plagas.

Discusion

Las quitinasas recombinantes obtenidas a partir de B. licheniformis han sido evaluadas en
varios estudios con resultados prometedores en el control de especies que afectan al sector
agropecuario. El extracto crudo con quitinasa de B. licheniformis USMW10IK se ha evaluado
en especies como termitas Globitermes sulphureus indicando que posee propiedades
bioinsecticidas con una letalidad del 23.81 % a las 48 h de exposicion®). Asimismo, se ha
propuesto que las enzimas producidas por el género Bacillus son una alternativa efectiva de
biocontrol contra fitopatdgenos o plagas de insectos a través de la degradacion de la pared
celular o cuticulas de insectos®®. La actividad quitinolitica del género Bacillus ha sido
reportada contra diversas plagas que afectan las plantas y frutos con una efectividad superior
al 60 %@"?) Esta caracteristica sugiere que las quitinasas tienen la capacidad para ser
empleadas como una herramienta sostenible en el manejo de plagas®®29.

En el presente trabajo se evalud el uso de una quitinasa recombinante de B. licheniformis para
el control A. tumida, obteniendo resultados destacados sobre el estado larvario, pero sin efecto
en el estadio adulto. La nula efectividad de los extractos de quitinasa recombinante en el
estadio adulto se debe probablemente al método de aplicacion ya que, al combinarla con el
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alimento, la enzima esta expuesta a componentes que pudieran disminuir su actividad,
sumado al mecanismo de alimentacién de algunos escarabajos depredadores que pueden
incluir enzimas proteoliticas, que afectaria la actividad de la quitinasa.

Contrario a los adultos, las quitinas promovieron la mortalidad de hasta el 45 % de larvas,
esto puede deberse a que en este estadio A. tumida presenta diferencias notorias, ya que
consume su alimento en forma liquida, secretando enzimas a su alimento antes de ingerirlo®?,
tiene una mayor tasa de alimentacion debido a los requerimientos nutricionales y energéticos
que necesita para realizar su metamorfosis final, y se ha mencionado que las quitinasas pueden
promover alteraciones en las membranas peritropicas de los intestinos de larvas que
desencadenarian un efecto antialimentario y el aumento de la mortalidad”). Lo anterior se
reflejo en los resultados de mortalidad de las larvas, la cual aument6 conforme aumento las
unidades de actividad de la enzima recombinante. Este resultado es notable, ya que se empled
un extracto crudo de la enzima que presentdé 42 U/ml, lo que supondria que se puede mejorar
su actividad quitinolitica mediante el uso de diferentes vectores de expresion o de células
hospedadoras que aumenten la produccion de la enzima, asi como optimizando las
condiciones de fermentacion y los componentes del medio de cultivo®,

Conclusiones e implicaciones

El potencial de los extractos crudos de quitinasa recombinante en el control de plagas del
sector agropecuario es prometedor debido a su efecto insecticida. Ademas, su uso sustentable
en el control de especies como A. tumida posiblemente disminuiria los dafios provocados por
los plaguicidas sintéticos como la contaminacion del ambiente, las abejas y los productos
derivados de la colmena; asi como las afectaciones a la salud de los apicultores. No obstante,
es fundamental continuar con los estudios para mejorar su actividad quitinolitica, evaluar
métodos de aplicacion que promuevan una mayor actividad coleoptericida, identificar la
ventana de bioseguridad en la que no se afecte a la abeja y establecer estrategias para su
aplicacion en las colmenas mediante el uso combinado de trampas o dispositivos en los que
solo puedan ingresar los escarabajos.
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