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Resumen

Colaspis hypochlora se considera una de las principales plagas del fruto del banano debido a que genera
dafios visibles, como manchas negras, impactando negativamente la presentacion y calidad de los frutos
destinados a la exportacion. Para contrarrestar este problema, se han explorado alternativas amigables
con el medio ambiente. El objetivo de este proyecto fue determinar la capacidad repelente de los extractos
etanolicos de propodleos (EEP) de abejas nativas del Soconusco contra C. hypochlora. De acuerdo con la
NOM-003-SAG/GAN-2017 se obtuvieron los propdleos de las especies Melipona beecheii y Apis
mellifera. Se cuantifico el contenido total de fenoles y flavonoides. Las nanoparticulas se elaboraron
mediante gelacion ionica y la actividad repelente de los extractos etanodlicos de propdleos se evaluo de
acuerdo a la metodologia de caja de arena con sensidiscos. El contenido de fenoles y flavonoides para 4.
mellifera fue de 35.13+0.53 mg mL"' y 5.92+£0.19 mg mL-!, respectivamente; mientras que para M.
beecheii fueron de 17.6940.05 mg mL! y 10.37+0.35 mg mL"!. Se demostrd la actividad repente de las
nanoparticulas de EEP de ambas especies de abejas, la actividad repelente mas elevada, en el caso de las
nanoparticulas de M. beecheii a concentraciones de 60 ng mL-!' durante 30 y 45 min, en cuanto a las
nanoparticulas de A. mellifera, a una concentracion de 40 ng mL-! durante 30 y 60 min, se obtuvo un
86.67% de repelencia.

Repellent capacity of nanoparticles of ethanolic

extracts of native bee propolis against Colaspis
hypochlora

Abstract

Colaspis hypochlora is considered one of the main pests of banana fruit because it causes visible damage,
such as black spots, negatively impacting the presentation and quality of these fruits destined for export.
To counteract this problem, more environmentally friendly alternatives have been explored, therefore,
the objective of this project is to determine the repellent capacity of ethanolic extracts of propolis from
native Soconusco bees against C. hypochlora. In accordance with NOM-003-SAG/GAN-2017, propolis
was obtained from the species Melipona beecheii and Apis mellifera. The total content of phenols and
flavonoids was determined. The nanoparticles were prepared with the ionic gelation methodology, and
the repellent activity of the ethanolic extracts of propolis, according to the sandbox with sensidisks
procedure. The content of phenols and flavonoids for 4. mellifera was 35.13+0.53 mg mL"! and
5.9240.19 mg mL"!, while for M. beecheii they were 17.69+0.05 mg mL"! and 10.37+0.35 mg mL-'. The
sudden activity of EEP nanoparticles from both species of bees was demonstrated, the highest repellent
activity, in the case of M. beecheii nanoparticles at concentrations of 60 ng mL™! for a time of 30 and 45
min, as To the A. mellifera nanoparticles, at a concentration of 40 ng mL"! for 30 and 60 min, 86.67%
repellency was obtained.
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1. Introduccion

Colaspis hypochlora se considera una de las principales
plagas del fruto del banano debido a que genera dailos
visibles, como manchas negras, impactando negativamente
la presentacion y calidad de estos frutos destinados a la
exportacion (FAO, 2005). Para contrarrestar este problema,
se han explorado alternativas mas amigables con el medio
ambiente, como las nanoparticulas cargadas de extractos
etandlicos de propoleos, los cuales pueden brindar efectos
repelentes contra esta plaga (Castresana y Puhl, 2018).

En el contexto de la produccion mundial de banano (Musa
paradisiaca) México ocupa el 12° lugar, contribuyendo con
2 millones 127 mil toneladas (FAO, 2023). El cultivo del
banano en México se extiende a 16 estados, siendo Chiapas
y Tabasco los principales productores. Chiapas destaca con
un aporte del 29.64%, seguido por Tabasco con el 25.83%
(SADER, 2021). En Chiapas, los municipios con mayor
actividad productora son Suchiate, con una superficie
sembrada de 5,503.1 hectéreas, Las Margaritas con 3,355.0
hectareas, y Tapachula con 2,558.5 hectareas (Pronatura,
2012).

Los principales agentes patogenos de los bananos son la
sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), el moko del
platano (Ralstonia solanacearum) y algunos insectos plaga,
como el picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus),
los trips del platano (Franckliniella cubensis Hood), 1a oruga
barrenadora (Leucocastnia licus) y el escarabajo cicatrizante
(Colaspis hypochlora) (SENASICA, 2019).

Colaspis hypochlora pertenece a la clase Insecta, a la orden
Coleoptera, a la familia Chrysomelidae y al género Colaspis.
Se le conoce comunmente como tortuguilla, morrocoyita del
fruto o escarabajo cicatrizante, y esta presente en los estados
de Morelos, Chihuahua, Colima, Guerrero, Oaxaca y
Chiapas. Es considerada la principal plaga del fruto del
banano, ya que al alimentarse de los frutos produce dafios que
afectan la presentacion y la calidad de la fruta destinada a la
exportacion (SENASICA, 2019). Lo anterior ha provocado
el uso indiscriminado de plaguicidas para controlar las plagas
y mejorar el rendimiento y la calidad. Sin embargo, el uso
excesivo y descontrolado de estos plaguicidas puede
ocasionar problemas ambientales, afectar la salud humana y
otros organismos vivos, asi como los microorganismos del
suelo. La resistencia de las plagas provoca un aumento de las
dosis o a la mezcla de varios plaguicidas con mayor
toxicidad, lo que agrava la situacion. Por lo tanto, es
importante buscar y desarrollar otras estrategias de control
que sean amigables con el medio ambiente, y el control
bioldgico se presenta como una buena alternativa (Vinchira-
Villarraga y Moreno-Sarmiento, 2019).

El control bioldgico o biocontrol es el uso de diferentes
organismos, compuestos o extractos obtenidos de ellos que
son capaces de disminuir o controlar una poblacion patogena
que causa pérdidas en un cultivo. Dentro del control
biologico, existen los plaguicidas botanicos, que consisten en
el uso de aceites esenciales. Su composicion quimica consiste
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principalmente en alcaloides, glucosidos, ésteres, acidos
grasos y flavonoides (SENASICA, 2020).

La nanotecnologia es una alternativa en la agricultura
moderna y se espera que revolucione el campo del manejo de
plagas en un futuro préximo (Lira-Saldivar et al., 2018). Las
nanoparticulas (de 1 a 100 nm de didmetro) pueden usarse
como pesticidas eficaces contra malezas, patdogenos de
plantas y plagas de insectos y también pueden incorporarse
en nuevas formulaciones de insecticidas y repelentes de
insectos sin los peligros que plantean los pesticidas quimicos
tradicionales (Thabet et al., 2021).

Los propdleos son una mezcla de saliva y cera de abeja con
resinas vegetales obtenidas de diversas fuentes. La
composicion final es un 50% resina, 30% ceras, 10% aceites
esenciales, 5% polen y 5% restos vegetales (Bogdanov y
Bankova, 2016). El color del propoleo varia desde un tono
amarillo verdoso y marron rojizo hasta el negro (Passos et al.,
2016). Las abejas lo utilizan para la construccion de nidos
esenciales y panales de cria, asi como estructura de
almacenamiento de polen, miel y estructuras protectoras
(Shanahan y Spivak, 2021). Los componentes del propodleo
se obtienen de las resinas de las plantas, incluyendo los
compuestos fendlicos y terpenoides volatiles y no volatiles,
siendo los flavonoides los componentes bioactivos mas
importantes dentro de los compuestos fenolicos. Por esta
razon, los propdleos son una buena alternativa para sustituir
los agroquimicos, ya que tienen actividad repelente,
toxicidad por contacto o ingestion, y efectos anti alimentarios
o inhiben la actividad celulasa (Mahmood et al., 2021).

Se ha comprobado la capacidad repelente de los propoleos y
los métodos para potenciar sus metabolitos. Zakeri et al.
(2021) utilizaron los extractos etanodlicos de propdleos de
Heterotrigona itama contra la termita Coptotermes
curvignathus comprobando su actividad repelente. Por otra
parte, Duangphakdee et al. (2009) utilizaron el extracto
etanolico de propoleo de Apis mellifera en distintas
concentraciones contra Oecophylla smaragdina, y reportaron
tener capacidad repelente en concentraciones mayores a 35
pg mL-,

Sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado si las
nanoparticulas de extractos etanolicos de propdleos de abejas
del Soconusco, Chiapas, México puedan tener capacidad
repelente. Por lo tanto, el objetivo de la investigacion es
determinar la capacidad repelente de los extractos etanolicos
de propdleos de abejas nativas del Soconusco contra Colaspis
hypochlora.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de material biologico

Los propoéleos empleados en el estudio se recolectaron de las
colmenas de abejas de la especie Melipona beecheii
localizadas en el municipio de Tuzantan, Chiapas (15° 09’
2327 N, 92° 25* 05 O), y de la especie Apis mellifera
encontradas en el municipio de Tapachula, Chiapas (14° 48’
24.3° N, 92° 20 23.9”” O). La recoleccion de los propdleos
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se llevo a cabo siguiendo los lineamientos establecidos en la
NOM-003-SAG/GAN-2017.

En el caso de C. hypochlora, fue colectado en el rancho El
Progreso, ubicado en el municipio de Mazatan, Chiapas (14°
56 16> N, 92° 28’ 53’ 0O). Se empled el método de
aspiracion descrito por Morén y Terrén (1988), con ciertas
adaptaciones; los especimenes fueron capturados y
depositados en frascos de plastico. Los insectos colectados se
resguardaron en frascos de plastico limpios cubiertos con
malla mosquitera.

2.2. Preparacion de los propoleos

Los propoleos fueron sometidos a limpieza manual para
remover impurezas, tales como restos de madera, abejas
muertas y fragmentos de hojas. Posteriormente, se
congelaron 100 g de propoleos de ambas especies de abejas
a 6 °C durante 24 h. Una vez congelados, los propdleos se
trituraron con un mortero hasta obtener trozos de entre 3 y 5
cm de acuerdo con la NOM-003-SAG/GAN-2017.

2.3. Obtencion del extracto etandlico de propoleo (EEP)

Se siguid la metodologia de la NOM-003-SAG/GAN-2017
con adaptaciones; para la especie M. beecheii se emplearon
100 g de propoleos, y para A. mellifera 60 g de propoleos los
cuales fueron macerados y colocado en etanol. La
maceracion se mantuvo durante 20 dias sin agitacion. La
evaporacion del alcohol se llevdo a cabo durante 12 h.
Después de la evaporacion se obtuvo el EEP, el cual fue
colocado en un frasco ambar para evitar el contacto con la
luz, y se conservo en el refrigerador a 15 °C hasta su uso.
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2.4. Determinacion de fenoles totales y flavonoides totales
contenidos en el EEP

El contenido total de fenoles en los extractos fue determinado
de acuerdo al método de Folin-Ciocalteu descrito en la
NOM-003-SAG/GAN-2017. Se midi6 la absorbancia a 760
nm en un espectrofotometro de absorcion UV-VIS (VELAB
VE-5600UV). El contenido total de compuestos fenolicos se
determiné mediante la comparacion de la absorbancia con la
curva estandar de acido galico (Meyer). El contenido de
compuestos fendlicos fue expresado en mg acido galico mL-
! de propoleos.

El contenido total de flavonoides se determiné de acuerdo a
la NOM-003-SAG/GAN-2017. La absorbancia se midi6 a
415 nm mediante espectrofotometria de absorcion UV-VIS
(VELAB VE-5600UV). El contenido total de compuestos
fendlicos se determind mediante la comparacion de la
absorbancia con la curva estandar de quercetina (Meyer). El
contenido total de flavonoides se expres6 como mg
quercetina mL! de propoleos.

2.5. Elaboracion de nano particulas de extractos etandlicos
de propoleos

Para la elaboracion de las nanoparticulas se siguid la
metodologia de Barros et al. (2016) con algunas
modificaciones. Las nano particulas fueron cargadas con los
EEP de A. mellifera y M. beecheii, siguiendo las
concentraciones mostradas en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Concentraciones para cada tratamiento de extracto etandlico de propéleo de Melipona beecheii 'y

Apis mellifera

Especie Testigo T2 T3 T4
P 20ngmL!  40ngmL! 60ngmL!  80ngmL'
Melipona beecheii (BM)  Aceite de oliva MB*T1 MB*T2 MB*T3 MB*T4
Apis mellifera (AM) Aceite de oliva AM*T1 AM*T2 AM*T3 AM*T4

2.6. Actividad repelente de las nanoparticulas cargadas con
EEP contra C. hypochlora

Para determinar si las nanoparticulas de EEP son repelentes,
se llevo a cabo un ensayo de actividad repelente de acuerdo
con Zakeri et al. (2021) con algunas modificaciones. Se
utilizaron las concentraciones del Cuadro 1 y como testigo se
utilizo aceite de oliva. Se utilizaron placas Petri de 100 x 15
mm estériles (SYM) como recipientes para contener los
sensidiscos de papel filtro Whatman ntimero 1 porosidad de
11 pm, los cuales fueron previamente cortados en dos partes
iguales. Con ayuda de una micropipeta (MILAB), se
distribuyeron 200 pL de cada tratamiento, incluyendo el
control, en cada mitad del sensidisco. Se dejaron secar los
sensidiscos a temperatura ambiente (24-25 °C) durante 3
min, y se coloco en la placa Petri una mitad impregnada con
el tratamiento correspondiente y la otra mitad con el testigo.
En el centro de cada placa con los sensidiscos se afiadieron 5
insectos vivos sin sexar. Las placas se mantuvieron en
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oscuridad, y cada 15 min durante 1 hora se cont6 el nimero
de insectos presentes en cada mitad de los sensidiscos. El
porcentaje de repelencia (PR) se determiné utilizando la
formula (Ojianwuna y Enwemiwe, 2022), PR=[(C-
T)/(C+T)]*100, donde C es el numero de insectos observados
en la mitad de los sensidiscos impregnados con aceite de
oliva (testigo) y T es el numero de insectos observados en la
mitad de los sensidiscos impregnados con nanoparticulas de
extractos etanolicos de propodleos.

El indice de preferencia de los propoleos (PI) se calculd
usando la  formula (Chaubey, 2016), PI=(%T-
%C)/(%T+%C), donde %T es el porcentaje de los insectos
observados en la mitad del sensidisco impregnado con
nanoparticulas de propodleos y %C es el porcentaje de los
insectos en la mitad del sensidisco impregnado de aceite de
oliva (testigo). Si el valor de PI esta entre -1.0 al -0.1 indica
un extracto con propiedades repelente, si varid entre -0.1 al
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+0.1 indica un extracto neutro y si oscila entre +0.1 al 1.0
indica un extracto con propiedades atrayentes.

2.7. Analisis estadistico

Para determinar las diferencias entre los valores medios de
cada muestra, los datos fueron sometidos a ANOVA y se
realizé una prueba Tukey. Los analisis se llevaron a cabo en
el paquete estadistico InfoStat.

3. Resultados y Discusion

El contenido promedio (+ desviacion estandar) de
compuestos fendlicos y flavonoides en los EEP de M.
beecheii fue de 17.69£0.05 mg mL"! y de 10.37+0.31 mg mL-
!, respectivamente, mientras que para A. mellifera fue de
35.13+0.53 mg mL"! y 5.9240.19 mg mL"!, respectivamente.
El contenido de fenoles y flavonoides en ambas especies de
abejas se encuentran dentro de los pardmetros establecidos
en la NOM-003-SAG/GAN-2017, que establece un valor
minimo de 0.5 mg mL"' para compuestos fendlicos y
flavonoides. Sin embargo, se observd una concentracion
significativamente mayor (F15=3192.12, P<0.001) de
compuestos fendlicos en A. mellifera (35.13£0.22 mg mL™)
que en M. beecheii (17.69£0.22 mg mL™'). Esto concuerda
con Tabart et al. (2009), quienes encontraron
concentraciones significativamente mayores en 4. mellifera
que en diversas especies de abejas sin aguijon. Por otra parte,
para los EEP de 4. mellifera, Soto-Vasquez (2015) reportd
valores de compuestos fendlicos de 78.6+0.20 mg mL™!, y
flavonoides de 42.5+0.10 mg mL™! de diversas localidades en
Peru. Estos valores son superiores en comparacion a los
obtenidos en este proyecto. En cuanto a los EEP de M.
beecheii, Ruiz et al. (2023) obtuvieron resultados similares
en el contenido de compuesto fendlicos, con valores de 18.65

mg mL!, y flavonoides, con valores de 39.26 mg mL!, en
Bacalar, Quintana Roo. En Veracruz, Jiménez et al. (2020)
trabajaron con propdleos de M. beecheii'y obtuvieron valores
menores en las concentraciones de fenoles, con un valor de
5.34 mg mL"!, y de flavonoides, con una concentracion de
3.5 mg mL!. Se ha reportado que la composicién quimica de
los EEP dependera de la especie de abeja, de la flora y fauna
de donde obtengan las resinas, del origen geografico, y
también de factores climaticos (Zhang et al., 2016).

En la Figura 1, se observa el efecto repelente de las
nanoparticulas sobre C. hypochlora (nimero de insectos que
permanecieron en el tratamiento con nanoparticulas con
EEP). La actividad repelente mas elevada, en el caso de las
nanoparticulas de M. becheii a concentraciones de 60 ng mL-
! durante un tiempo de 30 y 45 min, mostré repelencia del
86.67%. Le siguen el 73.33% de repelencia en
concentraciones de 40 ng mL! y 60 ng mL" durante un
tiempo de 60 min, y a una concentracion de 80 ng mL"!
durante tiempos de 30 y 45 min. En cuanto a las
nanoparticulas de A. mellifera, a una concentracion de 40 ng
mL"! durante 30 y 60 min, se obtuvo un 86.67% de
repelencia. A 40 ng mL"! durante 45 min, se obtuvo un
73.33% de repelencia. Estos resultados concuerdan con
Zakeri et al. (2021), quienes demostraron que los EEP de
abejas sin aguijon tienen un porcentaje de repelencia contra
las termitas de mas del 70%, utilizando concentraciones de
propoleo al 30 ug mLL. Naik et al. (2009) demostraron que
los EEP de la India tienen una repelencia del 80% contra Apis
florea, en concentraciones de 3 ug mL!. En este trabajo las
pruebas fueron in vitro, sin embargo, Barrera et al., (2018)
utilizaron el extracto de ajo (4/lium sativum) impregnado en
las bolsas de polietileno contra Colaspis sp., demostrando
que el extracto de ajo tiene una capacidad repelente del 98%.
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Figura 1. Actividad repelente de las nanoparticulas. 1= nanoparticulas de M. beecheii a 20 ng mL-!, 2= nanoparticulas de M. beecheii a 40
ng mL"!, 3= nanoparticulas de M. beecheii a 60 ng mL"!, 4= nanoparticulas de M. beecheii a 80 ng mL"!, 5= nanoparticulas de A. mellifera
a 20 ng mL"!, 6= nanoparticulas de 4. mellifera a 40 ng mL"!, 7= nanoparticulas de 4. mellifera a 60 ng mL"!, 8= nanoparticulas de 4.

mellifera a 80 ng mL"!.
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En el Cuadro 2 se puede observar la relacion especie de abeja
por concentracion. Se encontrd diferencia significativa
(P<0.05) entre 4. mellifera a una concentracion de 20 ng mL~
!y la concentracion de 40 ng mL! y con M. beecheii a una
concentracion de 60 ng mL™!, esto se debe que cada especie
de abejas tiene diferente contenido de componentes
bioactivos (Barrera et al. 2018), y proporcionandole una
mayor concentracion del contenido de compuestos volatiles
por lo tanto una mayor repelencia. La presencia de fenoles y
flavonoides en las nanoparticulas de extractos etanolicos de
propoleos caus6 el desplazamiento de los insectos hacia los
sensidiscos impregnados con aceite de oliva (control).

Cuadro 2. Repelencia por especie de abejas y concentracion

Especie Concentracion
20ngmL! 40ngmL' 60ngmL! 80ngmL!
1 26.674 40.00* 76.678 60.004
2 6.674 76.678 23.334 23.334

Medias con letras distintas significan diferencia significativa (P<0.05).
1= M. beecheii, 2= A. mellifera.

Segtin el indice de preferencia (Cuadro 3) se observan que
todos los tratamientos usados son repelentes contra C.
hypochlora, teniendo los IP mas altos para la especie de M.
beecheii a 60 ng mL™!, y en 4. mellifera 40 ng mL"!, esto se
debe a que los repelentes pueden causar un bloqueo en los
receptores olfativos o generar estimulos desagradables; por
lo cual los insectos evitan el area impregnada con las nano
particulas de extractos etandlicos de propoleos.

Cuadro 3. Indice de preferencia por especie de abejas y

concentracion

. Concentracion
Especie
20ngmL! 40ngmL' 60ngmL! 80ngmL!
1 -0.274 -0.404 -0.778 -0.60%
2 -0.074 -0.778 -0.234 -0.234

Medias con letras distintas significan diferencia significativa (P<0.05).
1= M. beecheii, 2= A. mellifera.

La relacion entre la especie de abeja, la concentracion y el
tiempo, no mostraron tener diferencias significativas, sin
embargo, Oliveira et al. (2017) demostraron que las
nanoparticulas de zeina y citronela tienen una mayor
actividad repelente a través del tiempo, siendo las actividades
repelentes de 57.5+£5.4% y 76.3+8.3%, obtenidos después de
8 h. Resultados similares se observaron en este trabajo, donde
las nanoparticulas de EEP de M. beechi a 40 ng mL’,
mostraron aumento en el porcentaje de repelencia a través del
tiempo, pasando de 20% a 73%. Esto puede deberse a que las
nanoparticulas son capaces de promover una volatilizacion
mas lenta, haciendo que los efectos repelentes sean mas
prolongados, asi como la facil difusiéon en los sitios
receptores del insecto.
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4. Conclusion

En nuestro trabajo, se demostré la actividad repente de las
nanoparticulas de EEP de ambas especies de abejas, aunque
la de A. mellifera resulté con mayor actividad repelente a una
concentracion de 40 ng mLl. Este hallazgo es de
importancia, ya que enriquece el numero de estrategias
ecologicamente sostenibles para controlar a C. hypochlora.
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