





















































Resumen

RESUMEN

A nivel mundial, hemipteros como Bemisia tabaci (Fam. Aleyrodidae) y Myzus persicae
(Fam. Aphididae) ocasionan grai:des pérdidas en la produccién agricola por sus dafios
directos y indirectos (transmisién de virus). En la actualidad el uso de insecticidas
sintéticos constituye la principal medida para controlar estas plagas,
desafortunadamente el uso irracional de estos productos ha generado consecuentes
problemas en el ambiente, asi como la generacién de individuos resistentes. Dentro de
un manejo integrado de plagas los productos naturales derivados de plantas
constituyen una fuente potencial de ingredientes activos para el control de insectos.

En estudios previos realizados en la Unidad de Biotecnologia del Centro de
Investigacion Cientifica del Yucatan, mostraron que el extracto etanélico de Eugenia
winzerlingii (Fam. Myrtaceae) presentd actividad insecticida e inhibicion del
asentamiento contra B. tabaci y M. persicae. Aunado a esto, y a la falta de estudios
fitoquimicos de E. winzerlingii, se planteé en el presente estudio caracterizar e
identificar los compuestos activos de E. winzerlingii a fin de buscar nuevas
alternativas, amigables con el ambiente, para el manejo de B. tabaci y M persicae.
Paralelamente, se validd la actividad biolégica con tres diferentes colectas y se inici6 la
exploracién de la propagacién ex situ de E. winzerlingii.

Como primera parte del trabajo, las hojas de E. winzerlingii se sometieron a extraccion
con disolventes organicos en tres diferentes estrategias (A, B y C), y se evaluaron en
ninfas de B. tabaci. Los extractos de la estrategia B (hexano, acetato de etilo y etanol)
mostraron los mejores resultados en la mortalidad de las ninfas. Posteriormente, este
esquema se aplico en dos colectas mas y se evaluaron en los adultos de ambos
insectos fitéfagos. El andlisis general de los resultados de las evaluaciones
insecticidas y disuasoria de los extractos, validan la alta efectividad y la continua
produccion de metabolitos activos de las hojas de E. winzerlingii. A continuacion, la
purificacion biodirigida de los extractos activos hidrofobicos llevé a detectar una
mezcla de cuatro 4cidos grasos en las fracciones activas. Por tal razén, los estandares
comerciales de los acidos decanoico, undecanoico, dodecanoico y tetradecanoico y
sus ésteres (etilados y metilados) se evaluaron contra ambos insectos. Los resultados
indicaron que todos los acidos grasos y el tetradecanoato de metilo causaron actividad
disuasoria contra Myzus persicae. Sin embargo, el acido dodecanoico fue el més
efectivo con una DEs, de 1.40 g cm?® Con respecto a B. tabaci, todos los acidos
grasos mostraron actividad, sin embargo, el acido undecanoico fue el mas efectivo con
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una DEsp de 1.11 pg cm?. Por Ultimo, se explord la propagacion sexual y asexual de E.
winzerlingii, los resulta ; ostraron > la propagaciéon por semilla es un buen
método de reproduccionde E. v erlim mn una germinacion > 80%.
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indisper  »le que los paises ricos en biodiversidad realicen la bioprospeccion de su

flora, apoyandose del conocimiento tradit

nal y de la quimiotaxonomia para conocer

el potencial biolégico y el uso sostel le de sus recursos naturales (Dimetry, 2012).
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2.4 Resultados

2.4.1 Extraccion de las hojas de Eugenia winzerlingii por maceracién con
diferentes disolventes

Las hojas de E. winzerlingii «ecas y molidas de la colecta dos (Cuadro 6) se
sometieron a otros dos esquemas de extraccién diferentes al utilizado originalmente,
mismos que se enfocaron a la parte hidrofébica. Se observa que el mas alto
rendimiento (5.5%) correspondié al esquema A, seguido del esquema 2 (5.4%). Con el
segundo esquema, el material vegetal se utilizd una extraccién sucesiva con
disolventes de polaridad ascendente, que incluyen hexano para obtener los
componentes de baja polaridad (ACE2A, Figura 5).

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos organicos de las hojas de Eugenia winzerlingii
siguiendo tres esquemas de extraccion.

Clave Rendini~=*o (%)
Esquema 1 ACE2 50
Esquema 2 ACE2A (Hexano) 0.4
ACE2B (AcOEt) 1.4
ACE2C (EtOH) 2.4
ACE2D (H,0) 19.8
Esquema 3 ACE2E (Acetona) 2.1
ACE2F (EtOH) 2.9
ACE2G (H,O) 26.4

2.4.2 Efecto de los extractos de Eugenia winzerlingii en ninfas de Bemisia
tabaci

Todos los extractos obtenidos en los tres esquemas aplicados se evaluaron a las
concentraciones indicadas, contra las ninfas de B. tabaci. En paralelo, se evalud el
extracto etandlico ACE1 que presenté actividad contra las ninfas de B. tabaci en
estudios anteriores. Los resultados se muestran en la Figura 6, donde se puede
observar que el extracto original ACE1 (22.8%) no demostrd los efectos antes
reportados, no asi cuando los extractos se obtienen recientemente, ya que el extracto
extraido y evaluado en el mismo periodo de tiempo (ACE2), causan una alta
mortalidad en las ninfas (> 90%). Con estos resultados, se puede deducir que los
largos periodos de almacenamiento (tres afios en el presente trabajo) afecta la
actividad de los extractos y reducen su efectividad.
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T, = 280 °C (20 min)]. Each fraction was analyzed using 0.4 pl of sample at 2%. Major
components were identified using the mass spectral library (NIST 05) of the equipment.

3.2.6 Bemisia tabaci and Myzus persicae colony

Adult whiteflies were collected from habanero pepper (Capsicum chinense) at the
Instituto Tecnoldgico de Conkal, in Conkal, Yucatan, Mexico. The stock colony of B.
tabaci was maintained on habanero pepper plants in entomological cages (1.2 x 1.2 x
1.0 m) of aluminum and anti-aphid mesh. These cages were kept in a greenhouse at
25-35 °C, 55-75% relative humidity and naturat light.

The aphid M. persicae was reared on bell pepper (C. annuum) plants. The insects were
maintained at 24 = 1 °C, 60-70% r.h with a 16:8 h. (L:D) in a growth chamber (Castillo
et al., 2009; Cruz-Estrada et al., 2013).

3.2.7 Bioassay for settling inhibition of Myzus persicae

Each experiment consisted in plastic boxes (3 x 3 x 1.5 cm) with ventilated lids and
coated with a thin layer of 1% agar. Leaf disks (2 cm?) were cut from a fully expanded
C. annuum leaf, divided into two half-disks, and placed on the agar layer before its
complete solidification so that the lower leaf surface would not be exposed to the
insects. Each sample was applied on a half-disk, and the other with the control
(solvent). Each treatment consisted of 20 boxes with 10 insects inside. The boxes were
incubated at 22 °C (18L:6D) in an upside-down position under indirect light, and the
number of aphids that settled on the treatment and control half-disk were recorded after
24 h.

Active samples were tested in serial dilutions for extracts and fractions, 10, 5 and 0.25
ug UL, and pure compounds 5, 0.25 and 0.13 ug pL™". The index for settling inhibition
(%IA) was calculated for each extract at an initial dose of 100 ug/cm? for the fractions;
commercial fatty acids and their derivatives 50 uglem? [%IA = [1 — (% T /%C)] x 100,
where %T and %C are the number of insects on the treated and control leaf pieces,

respectively.
3.2.8 Bioassay for inhibition of oviposition on Bemisia tabaci adults

For the bioassay, two leaf sections of habanero pepper (ca. 1 cm?), cut and treated as
previously mentioned in the M. persicae bioassay, the two half-disks were set on 2%
agar bed contained in a Petri dish (3 cm diameter). Extracts, negative and positive
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CAPITULO IV. EXPLORACION DE LA PROPAGACION DE Eugenia

winzerlingii

4.1 Introduccidén

La propagacién de plantas se realiza por via sexual o asexual. En la reproduccién
sexual se fusionan un gameto femenino y uno masculino formando un embrién que
daré lugar a un individuo. En la propagacién asexua!l se utilizan partes de las plantas
como bulbos, hojas, raices, rizomas y tallos, que daran lugar a una planta idéntica a la
progenitora (Sharma, 2005).

En la literatura existen varios reportes de propagacion por semillas y esquejes dentro
de la familia Myrtaceae. Por ejemplo, Eugenia stipitata ha sido propagada por semilla,
mostrando un 93% de germinacién a los 58 dias después de la siembra (Anjos, 1998;
Mendes y Mendonga, 2012). De la misma manera semillas de las especies Eugenia
calycina y Eugenia dysenterica germinan de manera regular (Souza et a/, 2001; Duarte
et al., 2006; Bulow et al., 1994). En cuanto a la especie Eugenia winzerlingii no se han
encontrado reportes de propagacién por semilla, sin embargo, existen reportes de
fechas de floracion y fructificacion que pemmite establecer programas para la
recoleccion de las semillas (Cuadro 14).

Cuadro 14. Fechas de floracion y fructificacion de la especie Eugenia winzerlingii.

Lugar de colecta Fructificacion Floracion Fecha de
colecta

Carmen, Campeche Fruto chicos morados 10-05-83
(abundancia regular)

Othén P. Blanco, Fruto rojos oscuro (abundancia 20-05-83

Quintana Roo escasa)

Ocosingo, Chiapas Frutos verdes 07-12-84

Othén P. Blanco, Frutos rojos (abundancia 16-05-84

Quintana Roo regular

Felipe Carrillo Puerto, Flores umbeladas 17-01-84

Quintana Roo axilares

Othén P. Blanco, Frutos verd:s (abundancia 22-11-84

Quintana Roo regular

Ocosingo, Chiapas Frutos verdes 25-02-85

Champotén, Flores café rojizo 02-12-96

Campeche

Champotén, Frutos verdes 28-01-99

Campeche

Othén P. Blanco, Frutos verdes y purpura oscuro 29-04-99

Quintana Roo

Petén, Guatemala Frutos rojizos 20-02-00
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Lugar de colecta Fructificaciin Floracién Fecha de
colecta

Othén P. Blanco, Flores color crema 05-12-01

Quintana Roo {abundancia regular)

Petén, Guatemala Fruto: 1S 18-03-02

Champotén, Pedunculos de las 10-11-10

Campeche flores color crema

1 cuanto a la re, »duccidn vegetativa, existen pocos reportes del género Eugenia y
estos  n mostrado poco ¢ 1985). Sin embargo, es posible reproducir por
esquejes los miembros de Viyrtaceae. Por ejemplo, se ha reportado a la
especie Psidium guajava L. con mucho éxito en el enraizamiento de esquejes, el cual
fue mayor al 75% cuando se a :6 2000 mg L de &cido indolbutirico (Zietemann y
Roberto, 2007; Yamam« al., 10).

Con estos antecedentes pla 1 en el presente capitulo la exploracién de la
propagaciéon de la pl E wir ingii por semilla y vegetativa (estacas) para
eventualmente contar con . ateria  ma y continuar las investigaciones con esta

especie.
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4.1 Objetivos

» Evaluar el efecto del diametro del tallo en el enraizamiento de los esquejes de
E. winzerlingii.

« Medir el efecto de la aplicacion de AIB en talco en e! enraizamiento y nimero
de brotes de los esquejes de E. winzerlingii.

» Evaluar el efecto del acido geberélico en la gemrminacién de semillas de tres
estados de desarrollo de E. winzerlingii.
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