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RESUMEN

Las plantas representan la principal fuente de metabolitos secundarios bioactivos para la
industria farmacoldgica. La especie local Ardisia compressa Kunth, ha demostrado
resultados interesantes como fuente de fitoquimicos con valor medicinal y alimenticia de sus
hojas y frutos, pero se sabe poco sobre su potencial como fuente de plaguicidas botanicos
para el control de plagas y enfermedades de los cultivos en México. Ademas, las plantas de
origen local representan una fuente de metabolitos secundarios bioactivos. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la diversidad fenotipica de Ardisia compressa Kunth de la region
selva Lacandona y selva norte del estado de Chiapas y su efecto como extracto etanolico
contra Bemisia tabaci y Fusarium oxysporum. El trabajo se desarrollé en dos etapas
experimentales. En la etapa 1, se evalud la diversidad genética de A. compressa utilizando
marcadores morfologicos y en la etapa 2, se evalud la actividad biologica de extractos
etanolicos (EEs) sobre el insecto plaga B. tabaci y el hongo F. oxysporum y se determinaron
los constituyentes fitoquimicos de los extractos etanolicos de A. compressa. Los datos fueron
analizados mediante Analisis de Varianza (ANOVA), analisis de conglomerados con
algoritmo de Ward y distancia de Gower, y andlisis de componentes principales (ACP). Los
resultados de la evaluacién morfolégica indicaron que las poblaciones de A. compressa,
poseen alta diversidad fenotipica organizada en tres grupos diferenciados por las
caracteristicas morfoldgicas de las poblaciones. Los extractos etandlicos, presentaron un
efecto estadistico significativo (P < 0.0001), en mortalidad de huevos de 98 y 99% y en ninfas
de 85y 97% sobre B. tabaci. El efecto repelente en adultos fue menor del 50% (p = 0.0095).
No se observd diferencia estadistica significativa en la disuasion de la oviposicion (p =
0.3917). Se observo un efecto en la inhibicion de crecimiento micelial de F. oxysporum con
valores del 52 a 75% y de 55 a 79% para las concentraciones de 100 y 200 pg mL*
respectivamente. EIl perfil cromatogréafico de los EEs de A. compressa por GC MS permitio
identificar grupos de metabolitos secundarios asociados con la actividad bioldgica sobre B.
tabaci y F. oxysporum. Lo anterior, indica que los extractos de hojas de A compressa

representan una alternativa para el control de plagas y enfermedades.
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ABSTRACT

Plants represent the main source of bioactive secondary metabolites for the
pharmacological industry. The local species Ardisia compressa Kunth has shown interesting
results as a source of phytochemicals with medicinal and food value from its leaves and fruits,
but little is known about its potential as a source of botanical pesticides for the control of
pests and crop diseases in Mexico. In addition, locally sourced plants represent a source of
bioactive secondary metabolites. The objective of the present study was to evaluate the
phenotypic diversity of Ardisia compressa Kunth from the Lacandon jungle region and
northern jungle of the state of Chiapas and its effect as an ethanolic extract against Bemisia
tabaci and Fusarium oxysporum. The work was developed in two experimental stages. In
stage 1, the genetic diversity of A. compressa was evaluated using morphological markers
and in stage 2, the biological activity of ethanolic extracts (EES) on the insect pest B. tabaci
and the fungus F. oxysporum was evaluated and the phytochemical constituents of ethanolic
extracts of A. compressa were determined. Data were analyzed by analysis of variance
(ANOVA), cluster analysis with Ward's algorithm and Gower's distance, and principal
component analysis (PCA). The results of the morphological evaluation indicated that the
populations of A. compressa have high phenotypic diversity organized in three groups
differentiated by the morphological characteristics of the populations. The ethanolic extracts
showed a statistically significant effect (P < 0.0001) in egg mortality of 98 and 99% and in
nymphs of 85 and 97% on B. tabaci. The repellent effect on adults was less than 50% (p =
0.0095). No significant statistical difference was observed in oviposition deterrence (p =
0.3917). An effect on mycelial growth inhibition of F. oxysporum was observed with values
of 52 to 75% and 55 to 79% for concentrations of 100 and 200 pg mL-1 respectively.
Chromatographic profiling of A. compressa EEs by GC MS allowed the identification of
groups of secondary metabolites associated with biological activity on B. tabaci and F.
oxysporum. This indicates that A. compressa leaf extracts represent an alternative for pest

and disease control.
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| CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
1.1 INTRODUCCION

Las especies de plantas del género Ardisia han sido estudiadas ampliamente por la
produccion de sus compuestos fendlicos (Zheng y Wu, 2007; Chang et al., 2011; Newell et
al., 2010), que le confieren propiedades medicinales (Chandra y Gonzalez de Mejia, 2004),
actividad antioxidante y anti-citotoxicidad (Kobayashi y Gonzalez de Mejia, 2005). Entre los
grupos principales de compuestos fenolicos elucidados, se encuentran derivados del &cido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y

flavonoides (Quifiones et al., 2012).

Una de las especies de este género, con crecimiento natural en el estado de Chiapas es
Ardisia compressa K, esta especie se puede encontrar de forma silvestre o en los traspatios;
es utilizado como sombra en plantaciones de cafeto y sus frutos son consumidos por las
personas locales de las comunidades donde esta especie tiene presencia (Martinez-Blanco et
al., 2019). En sus tejidos, hojas, tallos y frutos, se producen diversos metabolitos secundarios
que le han caracterizado un alto valor nutracéutico, a pesar de ello, sus aplicaciones en la
agricultura son limitadas. Se han desarrollado diversos estudios sobre A. compressa basado
principalmente en el conocimiento de sus propiedades fisicoquimicas con propiedades
quimiopreventivas, nutracéuticas y en el tratamiento de desordenes en la salud humana; sin
embargo, a pesar de su potencial esta especie aln no ha sido caracterizada morfoldgicamente
(Ramirez-Mares et al., 2004; Lascurain et al., 2010; Martinez-Blanco et al., 2019).

Por otra parte, en A. compressa se ha reportado la presencia de metabolitos secundarios
en frutos y hojas. Por lo tanto, podria ser aprovechada para obtener extractos que puedan ser
utilizados en el control de plagas y enfermedades (Oerke, 2006). En este sentido, las plagas
de importancia primaria como la mosca blanca Bemisia tabaci, una especie de insecto
polifago que ataca una gama de cultivos horticolas y ornamentales tanto de campo como
invernaderos; y el hongo Fusarium, un patdgeno principalmente de campo, causan estragos
significativos provocando grandes pérdidas vegetales y economicas a nivel mundial (Garcia
et al., 2007; Sumalan et al., 2013; Baldin et al., 2015).
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Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la diversidad fenotipica de
Ardisia compressa Kunth de la regién selva Lacandona y selva norte del estado de Chiapas

y su efecto como extracto etandlico contra Bemisia tabaci y Fusarium oxysporum.

1.2 ANTECEDENTES
1.2.1 El género Ardisia

El género Ardisia contiene alrededor de 500 especies (Kobayashi y Gonzalez de Mejia,
2005). Las especies de este género tienen presencia a nivel mundial en las regiones tropicales
y subtropicales, para algunas especies del género, la taxonomia clésica las define como
integrantes de la familia Myrsinaceae. Sin embargo, en otros estudios las han agrupado dentro
de la familia Primulaceae (Tavares-Carrijo et al., 2011; Jun y Nian-He, 2012).

Las especies que integran el género Ardisia son consideradas como una rica fuente
potencial de compuestos fitoquimicos novedosos y biol6gicamente activos, entre los que
destacan compuestos como la bergenina y norbergenina (Piacente et al., 1996), acido gélico,
ardisinone, flavonoides (Newell et al., 2010), aristolona (Anjum et al., 2019), ardisina

(Gonzalez de Mejia et al., 2002), entre otros.

Muchos de estos componentes fitoquimicos han sido estudiados con fines medicinales,
farmacoldgicos, oncoldgicos, pero falta una exploracion exhausta sobre sus aplicaciones
(Kobayashi y Gonzalez de Mejia, 2005). Estudios en la medicina tradicional han reportado
que su consumo en forma de té podria ayudar a reducir la presenciade cancer colorrectal (Du
et al., 2012), de prostata (Khan et al., 2014) y de higado (Gonzalez de Mejia et al., 2002).
Ademas, otras aplicaciones sobre su uso han sido publicados y se ha provisto su empleo para
el control de problemas de dolor abdominal, paréasitos intestinales (lombrices), enfermedades
gastro-intestinales, en problemas de la piel asociado a virus del herpes y la sarna (Koh, 2009).
A pesar de los resultados generados por diversos trabajos y el consumo generalizado de estas
hierbas, para casos de tratamientos oncoldgicos, estas especies representan un reservorio

potencial en la busqueda de metabolitos que puedan tener aplicacion en la agricultura.
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Los estudios con aplicacion en la agricultura de las especies del género Ardisia son
limitados, a pesar de que los compuestos fitoquimicos reportados representan ser una fuente
potencial. Se ha publicado que los extractos vegetales de partes aéreas de estas plantas poseen
actividades anti-alimentarias, repelentes, disuasion de oviposicion, insecticida y fungicida
contra diversas plagas que dafian a los cultivos (Neal et al., 1998; Anjum et al., 2019;

Pournami y Pratap, 2021).

1.2.2  Ardisia compressa Kunth: descripcion, taxonomia y diversidad

A. compressa, es un arbusto que se desarrolla en zonas tropicales y subtropicales de
México (Figura 1), crece en altitudes de 0 a 1500 m, en un ambiente de temperatura promedio
anual de 22°C y con lluvias anuales que fluctdan entre 1100-2000 mm (lbarra-Manriquez y
Tenorio-Cornejo, 2010). Su distribucion es amplia a lo largo de la zona templada del sureste
de la republica mexicana (Lascurain et al., 2010). Es una especie con baja escala de
produccién y poco conocida, por tanto, representa ser un recurso genético importante de

explorar (Gémez-Magqueo et al., 2020).

Mississippi  Alabama

Texas
Louisiana

México

Belice

Guatemala

Figura 1. Distribucion de la especie A. compressa Kunth en México (GBIF. 2024).

Sus estructuras vegetales poseen una morfologia particular. El fruto (Figura 2A) es de
caracteristica pequefia, esférico, con longitudes que oscilan entre 0.8 a 1.5 cm, presenta un
15



color azul intenso a violeta de acuerdo con su madurez con sabor suave. La semilla (Figura
2B) es particularmente de textura rugosa y monocotiledoénea (Joaquin-Cruz et al., 2015). Las
inflorescencias (Figura 2C) son paniculadas, ramas abiertas y racemosas; con flores que
presentan un color blanco y longitud entre 5 a 6 mm, pedicelos de 4 a 6 mm de longitud; los
estambres (2E) son filamentosos de longitud variable entre 1 a 2 mm y sus anteras en la parte
superior del filamento (Carranza-Gonzalez, 2014). Los arboles (Figura 2F), en estas plantas
pueden alcanzar entre 1 y 7 m. Las hojas (Figura 2G), presentan forma lanceolada, apice
agudo y acuminado, con un margen entero, pueden ser coriaceas, con venacion pinnada,
presentan un color café marrdn en el envés (Lascurain et al., 2010). Su reproduccion puede

realizarse por semillas y/o por esquejes.

Las estructuras vegetales de esta especie han proporcionado cierta aplicacion en la
sociedad, por ejemplo, de los frutos se puede obtener productos fermentados (vinos), purés
y elaboracion de aguas frescas (Joaquin-Cruz et al., 2015); las hojas se han empleado como
té en la medicina tradicional para el tratamiento de la tos y en la medicina convencional para
tratamiento de problemas hepéaticos como cancer de higado y citotoxicidad de Células
(Ramirez-Mares et al., 1999; Gonzélez de Mejia et al., 2006).

Otras investigaciones, con relacién al uso de sus estructuras han revelado la presencia de un
conjunto de compuestos fitoquimicos entre los que destacan los compuestos fendlicos como
antocianinas (Joaquin-Cruz et al., 2015; Vazquez et al., 2021). quinonas, cumarinas,
saponinas (Chandra y Gonzélez de Mejia, 2004; Gonzélez de Mejia et al., 2006; Kobayashi
y Gonzélez de Mejia, 2005; Newell et al., 2010); y se ha demostrado que poseen efectividad
en la prevencion de diversos problemas cardiovasculares, diabetes, obesidad, protectores
antioxidantes y anticancerigenos (Alonso-Gonzalez et al., 2014; Cassidy, 2018; Khoo et al.,
2017).
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Figura 2. Estructuras vegetales de A. compressa, frutos (A), semilla (B), inflorescencias y
flores (C), estambres (D), arbusto natural (E) y hojas lisas de insercion alterna al tallo (F)
(Fotos: Jesus R. Molina Maldonado).

De acuerdo con los datos obtenidos por la Flora Mundial en linea (The World Plant List),
A. compressa Kunth, presenta la siguiente taxonomia:

Cuadro 1. Taxonomia de A. compressa.

Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino Pteridobiotina (Britton & Brown)
Phylum: Angiosmperms
Orden: Ericales (Bercht. & J. Presl)
Familia: Primulaceae (Batsch ex Borkh).
Género: Ardisia Sw
Especie: Ardisia compressa
Nombre cientifico: Ardisia compressa Kunth

Fuente: (WFO. 2024).
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La diversidad genética manifiesta la variacion individual incluyendo las frecuencias de
los individuos dentro de una poblacién (Rimieri, 2017). En consecuencia, la evaluacién de
las medidas de diversidad genética se basa en rasgos o caracteristicas que proporcionan un
valor para estimar que tan cercano o distante puede estar un genotipo de otro en una
poblacién, por lo tanto, la evaluacion de la diversidad genética puede hacerse mediante el
empleo de diferentes marcadores que incluyen: a los marcadores bioquimicos, genéticos y
morfologicos.(Becerra et al., 2000).

Los marcadores morfoldgicos hacen referencia a los distintos caracteres fenotipicos que
pueden ser diferenciados de una forma sencilla y factible a través del sentido visual, algunos
ejemplos de marcadores morfoldgicos son la forma, el color, el tamafio etc., varios de estos
caracteres se trascriben como descriptores trascendentales, al momento de registrar nuevas
variedades. Muchos de estos descriptores estan desarrollados por International Board for
Plant Genetic Resources (IBPGR), con el objeto de regular la identificacion de una especie
en particular (Sanchez-Urdaneta y Pefia-Valdivia, 2011).

En diversos trabajos se han estudiado un sin numero de especies vegetales con
descriptores morfoldgicos, bioquimicos y moleculares; tal como: Fresnedo-Ramirez et al.
(2011) realizaron un estudio sobre la morfo-variabilidad del capulin (Prunus serdtina Ehrh)
con el apoyo de 39 descriptores (22 cuantitativos y 17 cualitativos), describiendo una alta
variabilidad morfoldgica con relacion a factores agro-morfologicos, taxonémicos y
genéticos. Tsanakas et al. (2018) evaluaron la diversidad genética de especies de lentejas y
demostraron diferencias estadisticas significativas entre las variedades, tomando como

variable el diametro de las semillas.

Para el caso particular del género Ardisia, algunas especies se han evaluado mediante
marcadores moleculares y morfologicos, por ejemplo; en poblaciones de A. crenata, las
caracteristicas morfoldgicas evaluadas de tamafio de semilla, nimero de frutos por rama y
por planta, tamafio del fruto y altura de la planta, mostraron alta variabilidad morfolégica
entre los individuos de las poblaciones (Kitajima et al., 2006). En las especies de A. pusilla,
A. japonica y A. crenata, nativas del sureste asiatico; el andlisis de los caracteres de hoja

18



(forma y textura), color del fruto (blanco y rojo) y marcadores moleculares RAPD
(Ampliacion aleatoria de ADN polimorfico), permitieron observar alta variabilidad y
similitud morfolégica entre las especies, asi como se logré determinar su origen
geomorfoldgico (Ae-Kyung et al., 2003). En A. elliptica y A. obovata, los caracteres
morfologicos de hoja (&rea especifica, peso fresco, peso seco), frutos y semillas (nUmero de
frutos, nimero de semillas); permitieron determinar su distribucién (Mufioz y Ackerman,
2011).

Por otro lado, el complejo de especies A. crenata, A. hanceana, A. lindleyana, A.
linangensis y A. crenata var. bicolor, fueron estudiadas con variables morfoldgicas de hoja
(forma, margen, nddulos marginales), flor (color, inflorescencia, longitud, longitud rama
floral, longitud del pedicelo), fruto (diametro), y marcadores moleculares de secuencias
internas transcritas (ITS), los resultados con ambos marcadores permitieron observar la
formacion de tres grupos bien definidos dentro de este complejo de especies (Jun y Nian-He,
2012).

Por lo tanto, la aplicacion de marcadores morfoldgicos es de gran importancia para
generar informacion béasica sobre la caracterizacion de ejemplares vegetales y dar a conocer
especies subutilizadas con potencial para la agricultura. Con relacion a la especie A.
compressa Kunth, la informacién sobre su caracterizacion morfologica es limitada y en

México aun no ha sido caracterizada.

1.2.3 Fitoquimica de Ardisia compressa

Se ha descrito un amplio rango de metabolitos secundarios, en las especies del género
Ardisia demostrando la presencia de fitoquimicos como polifenoles, saponinas, quinonas,
isocoumarinas, triterpenos, péptidos y alkilfenoles (Foubert et al., 2008; Gonzales de Mejia
y Ramirez-Mares, 2011). Entre los compuestos mas comunes que se han extraido de las
diferentes especies de Ardisia; se pueden mencionar los siguientes: en A. japonica, se han
aislado los fitoquimicos de bergenina y norbergenina (Piacente et al., 1996), de A.
gigantifolia el compuesto bergenina (Mu et al., 2013), de A. mamillata los constituyentes de

acido galico y ardisinone, de A. crenata compuestos como embelina, quercitrina,
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norbergenina, bergenina (Newell et al., 2010; Deng et al., 2010); de A. eliptica metabolitos
de kaempferol y norbergenina, fenoles totales y flavonoides totales (Chatatikum y
Chiabchalard, 2017) y el 5-(1,2-dihydroxypentyl) benzene-1,3-diol (Zhu et al., 2008).

Actualmente, en estas especies se tiene un gran conocimiento generalizado con relacion
a su totalidad del conjunto de fitoquimicos identificados, ademas de la amplia variedad de
actividades bioquimicas, farmacologicas y medicinales que han sido demostradas (Gonzélez
de Mejia et al., 2002, Kobayashi y Gonzales de Mejia, 2005; Gonzalez de Mejia et al., 2006;)

Los constituyentes quimicos demostrados en las especies de Ardisia, representan un
potencial significativo en el a&rea médica (Gonzélez de Mejia et al., 2002, Gonzalez de Mejia
et al., 2006), farmacéutica (Kobayashi y Gonzales de Mejia, 2005) y alimentaria ((Joaquin-
Cruz et al., 2015). Sin embargo, como posible alternativa en areas agricolas para el control
bioldgico de plagas de cultivos de gran importancia pocas especies de Ardisia han sido
estudiadas (Sajitha y Kannan, 2020). Varios autores han evaluado los constituyentes
fitogquimicos de Ardisia como biopesticidas, bioinsecticidas (Ogweno et al., 2002; Matias et
al., 2013; Alahyane et al., 2020), antifangicos (Xu et al., 2018; Jiménez et al., 2018; Silva et
al., 2020), nematicidas (Oliveira et al., 2019; Scupinari et al., 2020) y de accién anti

alimentaria contra ciertos grupos de plagas (Anjum et al., 2019).

La actividad biologica reportada en las especies vegetales del género Ardisia, han
demostrado ser un potencial antagonista al desarrollo de &caros e insectos plaga y de
repelencia frente al ataque de patdgenos (Bakan et al., 2003), son componente de defensa de
la planta y algunos otros para sintesis enzimatica, por ejemplo, proteasas, inducidos ante una
lesion originada por agresion de insectos o patdgenos (Kim et al., 2003; Sajitha y Kannan,
2020).

Entre las especies vegetales de Ardisia que se han estudiado para el control de plagas y
enfermedades podemos mencionar los siguientes: en A. crenata y A. japonica donde se ha
reportado un efecto in vivo sobre alta mortalidad en el nimero de oviposiciones y ninfas de
Bemisia argentiforlii y actividad acaricida contra Trialeurodes vaporanariorum debido a las

altas concentraciones de flavonoides y acidos organicos solubles en agua (Neal et al., 1998).
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En A. elleptica, los compuestos como gingerol, aspidin, kaempferol y stercuresin, han
demostrado tener actividad antibacteriana contra bacterias Gram positiva y Gram negativas
(Nazeh et al., 2017) y un alto porcentaje anti alimentario contra Spilosoma obliqua, la oruga
peluda de yute o de Bihar (Anjum et al., 2019). Otros estudios, como la evaluacién de
extractos de A. solanacea, demostraron una alta inhibicion de la enzima proteasa intestinal
de Spodoptera litura provocando la muerte del insecto plaga, por lo cual se sugiere que
probablemente los compuestos polifendlicos y acidos grasos estén involucrados en el efecto
(Sajitha y Kannan, 2020). Por lo anterior, las especies de Ardisia y sus fitoconstituyentes

representan una alternativa potencial como agentes en el control de plagas.

En la especie A. compressa, muchos fitoquimicos también se han extraido y publicado,
por ejemplo, se ha encontrado alta presencia de los compuestos como: cianidina 3-O-
galactosido, peonidin 3-O-galactésido, petunidina 3-O galactésido, M-3-O galactésido y D-
3-0 galactdsido (Joaquin-Cruz et al., 2020). Acido gélico, 4cido clorogénico, procianidina,
ardisianone, flavone, glicoside de quercetina (Newell et al., 2010). Otros grupos de
compuestos también han sido identificados entre los que destacan alcaloides, flavonoides,

cumarinas y terpenos (Garcia-Pérez et al., 2021).

Entre los constituyentes fitoquimicos reportados para A. compresa, se ha divulgado
diferentes efectos, por ejemplo, el diterpeno ponicidin, posee efectos de actividad antiestrés
oxidativo (Islam et al., 2016); el polifenol acido 4-caffeoylquinico, presenta efecto
antioxidante en café (Moeenfard et al., 2014), ademas, diferentes compuestos derivados de
acidos fenodlicos como el &cido rosmarinico y galloyl hexoside, han mostrado una alta
capacidad como antioxidantes y raptores de radicales libres, por lo que los compuestos
fenolicos que en su estructura poseen radicales oxidrilos tienen esa capacidad de formar
puentes de hidrogenos e interactuar con otros compuestos (Hsu et al., 2005; Piao et al., 2009;
Ambika-Singh y Chauhan, 2014; Alfieri y Mann, 2015; Howes et al., 2018).

Actualmente, el empleo de los compuestos fitoquimicos de A. compressa ha demostrado
ser potencialmente activo desde el punto de vista nutraceltico, sin embargo, las aplicaciones

de los constituyentes fitoquimicos que posee esta especie vegetal en particular para el area
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agricola son escasas y se les ha prestado poca atencion en los sectores académico, centros de
investigacion y gubernamentales. El Unico antecedente que existe de la aplicacion de los
componentes fitoquimicos de A. compressa en la agricultura es sobre la actividad de extractos
acuosos de hojas de A. compresa e indica que los metabolitos secundarios observados poseen
capacidad fungica sobre la inhibicion del crecimiento y desarrollo de las urediniosporas de
Hemileia vastatrix quienes actian como responsable de la roya naranja en cultivos de café
(Garcia-Pérez et al., 2021).

1.2.4 Extractos botanicos para el control de plagas y enfermedades

Con propdsitos de minimizar el impacto de estas plagas se han empleado técnicas que
usan plaguicidas sintéticos (Nava-Pérez et al., 2012) y se ha observado que estos compuestos
desarrollan efectos secundarios con repercusion en la salud humana y deterioro ambiental
(Altieri y Nicholls, 2000). Ademaés de inducir resistencia de la plaga. Por tal motivo, se han
promovido otras metodologias entre ellas el uso de agentes de control bioldgico, bio-
plaguicidas de origen natural y han demostrado ser eficaces y de efecto adverso a lo sintético,
motivo por el cual estas formulaciones estan obteniendo un creciente desarrollo en la

investigacion (Alfonso, 2002; Leng et al., 2011).

Los extractos botanicos han demostrado ser una de las alternativas benéficas en el control
de plagas, delimitando poblaciones de insectos, reduciendo la estabilidad de desarrollo y la
tasa de reproduccion. (Ben et al., 2001; Carlini y Grossi, 2002). En la elaboracién de los
extractos crudos se han empleado técnicas con diferentes solventes entre ellos acuoso-
etanolico (Cruz-Estrada et al., 2013), alcohdlico (Romero et al., 2015) y aceites esenciales

(Herrera-Gorocica et al., 2023).

Entre estas alternativas empleadas se ha demostrado que los extractos acuosos y
organicos de especies vegetales poseen efectos positivos cuando son aplicados sobre insectos
plaga. En estadios de B. tabaci se ha demostrado efectos toxicos letales con extractos acuosos
y etanolicos de especies de diferentes vegetales, por ejemplo: se ha reportado altos efectos
letales en huevos, con el extracto acuoso que causd mortalidades del 98 al 100% y con el

extracto etanolico un 95 a 100%; mientras, en ninfas, los extractos acuosos no reportaron
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efectos insecticidas, el extracto etanolico causo del 99 y 100% de toxicidad (Cruz-Estrada et
al., 2013). Asi mismo, se reportd una maxima mortalidad del 99 y 5% con extracto acuoso y
del 89 y 100% con extracto etandlico en huevos y ninfas, respectivamente (Cruz-Estrada et
al., 2019).

Ademas, otros extractos etanolicos de otras especies vegetales como Azadirachta indica
L. (nim) y Ruta graveolens L.(ruda), provocaron mortalidades entre 99 y 96%,
respectivamente; sobre adultos de B. tabci (Romero et al., 2015). Por su parte, los aceites
esenciales también han demostrado una alta capacidad insecticida y se ha publicado que eso
extractos producen mortalidad en plagas de diferentes estadios, como en adultos de
Tetranychus urticae causan toxicidad letal entre 45-95% y en ninfas entre 42-93%. En B.
tabaci, la mortalidad de huevos se report6 entre 65-99 % y en ninfas entre 45-87% (Herrera-
Gorocica et al., 2023).

Por lo anteriormente descrito, es importante sefialar que los extractos etandlicos son un
elemento idoneo para la extraccion de sustancias naturales, ademas de presentar un impacto

favorable en el control de plagas de los cultivos.

1.2.5 Cultivos agricolas y sus plagas

Muchos de los cultivos de importancia en la alimentacion y la agricultura actualmente
presentan un problema muy comun y universal que refiere a plagas. Las plagas en definicion
se consideran un incremento en el nimero de individuos de una especie (vegetal o animal)
en una poblacién, poseen capacidad patogénica para las plantas o productos vegetales
(NIMF, 2010). El grado de patogenicidad de los organismos (insectos, hongos, virus y
bacterias) no implica Unicamente su efecto destructivo sobre un cultivo, sino que también,
esta asociado a factores de interés econdmico y ecoldgico, de forma tal, que produce efectos
en la disminucién de los cultivos (rendimiento en produccién), la calidad de los productos y
hasta pérdida total, lo que genera grandes deterioros econémicos a los productores (Jiménez-
Martinez, 2009).
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Frecuentemente, las hortalizas de las especies de Solanaceas, Fabaceas, Curcubitaceas,
son huéspedes de diversas plagas de insectos: pulgones, cochinillas, escarabajos, gusanos
cortadores, minadores (podadores de hojas), gusanos del fruto, oxiuros, moscas blancas y
virus (Thompson, 2011; Capinera, 2020).

Entre las plagas de gran importancia agricola se encuentra la plaga de la mosquita blanca
Bemisia tabaci y microrganismos fungicos del género Fusarium. La mosquita blanca Bemisia
tabaci posee gran poder destructivo sobre los cultivos a nivel mundial (Gerlinga et al., 2001),
entre los cultivos mas afectados se encuentran ornamentales y cultivos agricolas como
leguminosas, fruticolas y hortalizas (Brown, 2010; Dinsdale et al., 2010). De igual forma,
los hongos del género Fusarium, ocasionan grandes pérdidas econémicas de productos
agricolas alimentarios tanto en pre y postcosecha, debido a la variabilidad de micotoxinas

que producen (Mdee et al., 2009).

1.2.6 Importancia de Bemisia tabaci y Fusarium oxysporum

La mosca blanca Bemisia tabaci es un insecto hemiptero Aleyrodidae (Gennadius 1889),
polifago, con distribucion en areas tropicales y subtropicales a nivel mundial, que incluye
América Central, América del Sur, Asia, Africa y este de la India (Chu et al., 2007) con

excepcion de la Antartica (Martin et al., 2000; Oliveira et al., 2001).

Observaciones antiguas, segun su origen indican que proceden de Grecia y se describio
como Aleyrodes tabaci (Gennadius, 1889). Sin embargo, otros estudios sugieren que B.
tabaci pudo ser originada de Africa tropical y cuya dispersion se extendio a otros continentes
de Asia y Europa, o bien de la India, lugar donde tiene la mayor diversidad de especies de
sus enemigos naturales (Brown et al., 1995). Con relacion a su hospedero, pose una
versatilidad morfoldgica y adopta incomparables nombres andlogos de la especie, los méas

comunes son la mosca blanca del tabaco, del algodon o del camote.

Las hembras de B. tabaci depositan sus huevos en la parte del envés de las hojas . Un
periodo de 16 a 31 dias es requerido para el completo ciclo de vital de esta especie. El huevo

eclosiona entre 5 y 9 dias hasta el primer estadio, de acuerdo con las caracteristicas de
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humedad, temperatura y tipo de huésped donde sea depositado (Abubakar et al., 2022). El
primer estadio es de color amarillo blanquecino, con forma ovalada, plana y escamosa,
posteriormente son transformadas en amarillentas ninfas con forma de cupula en el segundo
estadio, continua un tercer estadio con una coloracion amarillo brillante recién mudado.
Progresivamente las ninfas oscurecen y adopta una forma sutilmente estrecha en su estructura
(Kedar et al., 2014). En el cuarto estadio las ninfas adquieren una forma de ojos saltados que
son facilmente observables y con cuerpo de color blanco amarillento; conocido este periodo
como “ninfa de ojos rojos” o “pupa” (Perring et al., 2018). La fase de pupa es plana,
semejante a la mosca blanca adulta, permanente y produce habitualmente fluidos cerosos
(Rodriguez et al., 2019; Capinera, 2020). En su fase adulta Bemisia tabaci sale del lado
posterior de la caja de la pupa a través de una incision en la parte superior (Kedar et al.,
2014). La hembra adulta posee estdbmago grande y esférico y el del macho es adelgazado
(Perring et al., 2018).

Alrededor de 500 especies de plantas con 74 familias son perjudicadas por B. tabaci
(McAuslane. 2000), originando diversos problemas anatémicos y fisioldgicos del vegetal,
desde agotamiento en la planta, amarillamiento foliar, problemas de deshidratacion y retraso
de crecimiento, secrecién de aguamiel en flores, hojas y frutos, hasta el desarrollo y
crecimiento de hongos saprofitos. Los dafios ocasionados de forma permanente en las plantas
cultivadas producen bajo rendimiento de produccion y mala calidad en los productos de
origen alimenticio. (Oliveira et al., 2001; Ellsworth y Martinez-Carrillo, 2001; Bayhan et al.,
2006; Espinel et al., 2008; Stansly y Natwick, 2010).

Entre los cultivos habitualmente empleados como hospederos de B. tabaci y en los que
provocan dafio de forma directa, se encuentran la papa, pepino, meldn, tomate, cacahuate,
frijol, algoddn, soya, sandia (McAuslane, 2000) y otros cultivos como, tabaco, yuca,
calabaza, lechuga y papaya, también han sido afectado por patdgenos transmitidos por la
mosca blanca (Lugo et al., 2011). En tanto, los dafios ocasionados por Bemisia tabaci en la
planta, han sido clasificados como directos e indirectos (Espinel et al., 2008; Wang et al.,
2017).
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El dafio directo, se genera cuando la savia de la parte baja de la hoja es absorbida por
ninfas o adultos, estas liberan una toxina que perturba la fotosintesis, bloqueando la funcion
de los tejidos vasculares xilema y floema, por lo que, las hojas se contraen y generan
disminucion del rendimiento vegetal como producto al déficit fotosintético (Sharma y
Chander, 1998). El dafio indirecto, se da en el proceso de succion de savia, al provocar ruptura
celular lo que produce aguamiel, sustrato de atraccién de otros organismos como hormigas y
hongos, este ltimo produce la Ilamada fumagina causado por infestacion y proliferacién del
hongo saprofito Capnodium spp (Butani y Jotwani, 1984; Sharma y Chander, 1998),
provocando en las plantas aspecto pegante y disminuyendo el rendimiento de biomasa por
inhibicion de la fotosintesis (Thorat et al., 2020).

En el manejo de las plagas por B. tabaci, se han realizado diversos estudios, de acuerdo
con Bass et al. (2015), se ha empleado una gran cantidad de insecticidas, como solucién a
los problemas que producen estos insectos que succionan savia de sus plantas hospederas.
Dentro de los insecticidas mas comunes y utilizados en todo el mundo en el tratamiento y
control de plagas estan el acetamiprid, clotianidina, imidacloprid, tiametoxam, dinotefuran y
nitenpiram; frecuentemente los mas empleados para el manejo de la mosquita blanca son los
piretroides, piriproxifeno (hormona juvenil) y neonicotinoides (Chu et al., 2006; Luo et al.,
2010) observandose una reduccion alta en la tasa de poblaciones de mosquita blanca; sin
embargo, estos organismos han generado resistencia al insecticida -neonicotinoides- (Luo et
al., 2010; Pan et al., 2011). En consecuencia, el uso de estos insecticidas ademas de tener un
efecto en el objetivo blanco, poseen toxicidad elevada en otros organismos no objetivo y
provocando a su vez dafio adyacente al medio ambiente (del Puerto Rodriguez et al., 2014;
Cimino et al., 2016).

El género Fusarium, es un amplio rango de microorganismos fingicos que tienen un gran
impacto econdémico en los sistemas agricolas, destruyen la gran mayoria de cultivos frutales
y hortalizas. En algunas especies el dafio provocado generalmente es irreversible en el
huésped con impactantes pérdidas econémicas (Garcia et al., 2007). Los hongos de este

género son considerados particularmente hongos de campo, cosmopolitas, con caracteristicas

26



anatomicas de ascomicetos filamentosos, septados, conidioforos y micelio bien desarrollado

o talos unicelulares (Garcia et al., 2007; Sumalan et al., 2013).

Entre las especies que provocan la marchitez de los cultivos en México se encuentran F.
oxysporum y F. solani. Que, ademdas en condiciones prosperas estas especies pueden
asociarse a géneros como Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., Phytium spp., para formar un
complejo fitopatdgeno que provocan grandes pérdidas economicas al causar dafios a los
cultivos (Rivera, 2009). Por ejemplo, en México, en los cultivos como Solanum tuberosum,
las pérdidas causadas por una subespecie de F. oxysporum pueden alcanzar entre 10-53 %
(Villa-Martinez et al., 2015).

Durante muchos afios, el control de estas enfermedades fangicas también ha dependido
considerablemente por tratamientos con pesticidas de sintesis quimica. Sin embargo, el uso
de estas formulaciones plantea graves riesgos para la salud humana, asi como de
contaminacion ambiental (Abdel-Monahim et al., 2011). Lo que ha provocado la aparicion
de microorganismos resistentes favoreciendo a las enfermedades fungicas con mayor
frecuencia. En el sentido de controlar este problema, ha sido necesario explorar e
implementar nuevas estrategias que posibiliten su uso, sin efectos tdxicos para los humanos

y organismos no dirigidos (Naeini et al., 2010).

Por lo tanto, el control de F. oxysporum ha sido investigado ampliamente y diversos
estudios han demostrado que la aplicacién de extractos vegetales procedentes de diversos
solventes posee actividad agonista contra esta especie flngica. Por ejemplo, Jasso et al.
(2007), evaluaron tratamientos de extractos etandlicos en especies de Flourensia spp.
(maravilla de campo) y observaron efecto fungicida, inhibiendo el desarrollo del micelio en
mas del 90 % en comparacion de fungicidas sintéticos. De igual manera, Alkhail (2005)
evalud extractos acuosos por arrastre de vapor y etandlicos de especies vegetales como
Allium sativum, Azardiachta indica, Cymogopogon proxims, Carum carvi y Eugenia
caryophyllus, en comparacion a un compuesto sintético llamado benomilo y encontr6 que los
extractos acuosos de las especies vegetales empleadas tuvieron una eficiencia entre el 60 %

y 90 % de actividad fungicida idénticos a los obtenidos por benomilo. Por otro lado, al
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estudiar el manejo de F. oxysporum empleando, los extractos etandlicos y acuosos de las
especies mencionadas anteriormente y la adicidn de un control biol6gico (Trichoderma spp.),
los resultados indicaron que los extractos vegetales superan al control biol6gico. Basado en
lo anterior, en este trabajo de investigacion se hace necesario generar informacion sobre la
actividad bioldgica que pueda causar, en cepas de F. oxysporum, los extractos de A.

compressa procedente del estado de Chiapas.
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12 HIPOTESIS

La diversidad fenotipica de las poblaciones de A. compressa se encuentra condicionada

a factores agroecologicos de las zonas de distribucion.

Los extractos etandlicos de A. compressa tienen efectos de supresion in vivo sobre
poblaciones de insectos plaga (B. tabaci) en plantas de tomate, y efectos de inhibicion de

crecimiento fangico de Fusarium oxysporum, en condiciones in vitro.

1.3 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo general
Evaluar la diversidad fenotipica de Ardisia compressa Kunth de la region selva Lacandona

y selva norte del estado de Chiapas y su efecto como extracto etandlico contra Bemisia tabaci

y Fusarium oxysporum.

1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar la diversidad morfoldgica de las poblaciones de A. compressa de las regiones
selva Lacandona y selva norte Tulija en el estado de Chiapas.

Evaluar el efecto de los extractos etandlicos de A. compressa contra el insecto plaga
Bemisia tabaci.

Evaluar el efecto de extractos etandlicos de A. compressa contra cepas fungicas de F.
oxysporum.

Caracterizar la presencia de metabolitos secundarios de las poblaciones de A. compressa

mediante cromatografia de gases masas GC-MS.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

[ Ardisia compressa Kunth en Chiapas, México ]

l l

Etapa 1. Estudios Etapa 2. Estudios
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Figura 3. Esquema experimental desarrollado en esta investigacion.
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I1 CAPITULO 2. DIVERSIDAD MORFOLOGICA DE Ardisia compressa Kunth, DEL
NORESTE DE CHIAPAS, MEXICO
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2.1 SUMMARY

Background. Ardisia compressa Kunth, is a wild species native from tropical evergreen
forests of Mexico, it produces fruits with phytochemical, ecological and dietary potencial. Its
fruits are appreciated by people from local communities. However, in Mexico there are no
studies that allow knowing the state of its phenotypic diversity. Objective. Characterize the
morphological diversity of A. compressa populations from Chiapas state, Mexico.

Methodology. 90 individuals of nine wild populations of A. compressa were evaluated using
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45 morphological traits (16 qualitative and 29 quantitative). The qualitative data were
subjected to descriptive analysis and quantitative data were used in an analysis of variance
(ANOVA) and finally the qualitative and quantitative data were analyzed simultaneously by
means of a multivariate analysis with the Ward-MLM Method. Results. The qualitative traits
showed phenotypic variability in the characteristics of leaf and fruit color. The quantitative
data showed significant differences (P< 0.05) in all traits evaluated. The results of the
principal component analysis (PCA) and cluster analysis (UPGMA) grouped the populations
into three morphological groups differentiated by the similarity of the morphological traits
of the populations and not by their geographical origin. Implications. The results in this
study should be considered to implementing strategies of plant production and conservation
of A. compressa. Conclusion. A wide phenotypic variability was found organized into three
morphological groups defined based on characteristics of tree height, number of fruits,
number of flowers and ratio of length to thickness leaf. The quantitative traits allowed us to

observe the greatest morphological variability in the populations of A. compressa.

Key words: Phenotype, qualitative, quantitative, multivariate analysis
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2.2 RESUMEN

Antecedentes. Ardisia compressa es una especie silvestre nativa de bosques tropicales
perennifolios de México, produce frutos con potencial ecoldgico, fitoquimico y dietético. Sus
frutos son apreciados por las personas de las comunidades locales. Sin embargo, en México
no existen estudios que permitan conocer el estado de su diversidad fenotipica. Objetivo.
Caracterizar la diversidad morfoldgica de poblaciones de A. compressa del estado de
Chiapas, México. Metodologia. Se evaluaron 90 individuos de nueve poblaciones silvestres
de A. compressa mediante 45 caracteristicas morfologicas (16 cualitativas y 29 cuantitativas).
Los datos cualitativos fueron sometidos a un anélisis descriptivo y los cuantitativos a un
analisis de varianza (ANOVA) y finalmente, los datos cualitativos y cuantitativos fueron
analizados simultdneamente mediante un analisis multivariado con el método de
agrupamiento Ward-MLM. Resultados. Las variables cualitativas mostraron variabilidad
fenotipica en las caracteristicas de color de hoja y fruto. Las variables cuantitativas mostraron
diferencia significativa (P< 0.05) en todas las variables evaluadas. Los resultados del analisis
de componentes principales (ACP) y de conglomerados (UPGMA) agruparon a las
poblaciones en tres grupos morfoldgicos, diferenciados por las caracteristicas morfologicas
de las poblaciones y no por su origen geografico. Implicaciones. Los resultados de este
estudio podrian ser considerados para el desarrollo de estrategias de produccion y
conservacion de A. compressa. Conclusiones. Se encontré amplia variabilidad fenotipica,
organizada en tres grupos morfoldgicos que fueron definidos con base en caracteristicas de
altura de la planta, namero de frutos, namero de flores y relacion de longitud por grosor de
la hoja, principalmente. Las variables cuantitativas permitieron observar la mayor

variabilidad morfoldgica en las poblaciones de A. compressa.

Palabras claves: Fenotipo, cualitativo, cuantitativo, analisis multivariado.
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111 CAPITULO 3. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE
Ardisia compressa Kunth SOBRE LA MOSCA BLANCA Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) y EL HONGO Fusarium oxysporum (Sordariomycetes: Hypocreales)

BIOLOGICAL ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS FROM Ardisia compressa
Kunth ON WHITEFLY Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) and the FUNGUS
Fusarium oxysporum (Sordariomycetes: Hypocreales)
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3.1 RESUMEN:

La mosquita blanca Bemisia tabaci y el hongo Fusarium oxysporum, causan elevadas
pérdidas econdmicas en cultivos horticolas. Ardisia compressa es una especie vegetal
ampliamente distribuida en el Sur de México, cuyo follaje tiene enorme potencial como
fuente de productos botanicos para el control de plagas en la agricultura. EI objetivo del
presente estudio fue evaluar la actividad bioldgica de extractos etanélicos (EE) de hojas de
A. compressa sobre B. tabaci y F. oxysporum, asi como determinar el perfil cromatogréfico
de los extractos. Se emplearon 10 poblaciones silvestres de A. compressa recolectadas en el
Estado de Chiapas. Por cada poblacidén se obtuvo su respectivo EE al 0.2 % (p/v). La
evaluacion del efecto toxico contra B. tabaci mostro que los extractos TCA y YRP causaron
mayor mortalidad de huevos (98 y 99 %) y de ninfas (97 %). Los extractos TCA y CTia
causaron mayor efecto de repelencia de adultos (38 y 30 %), y los EE CJC y TCC causaron
la mayor disuasion de oviposicion (28 y 26 %). La evaluacion de actividad antifangica (100
y 200 pug mL™Y) sobre F. oxysporum, mostr6 que el extracto CJC causd la mayor inhibicion
de crecimiento micelial (75 y 79 %). El andlisis de correlacién mediante mapas de calor
mostré que los efectos de toxicidad y repelencia de los extractos etandlicos de A. compressa
sobre B. tabaci, estuvieron asociados con las mayores concentraciones de acido oleico, &cido
9Z-12Z-15Z-octadecanotrienoico, &cido octadecanoico, 3-etil-5-(2-etilbutil)-octadecano,
(2)-18-octadec-9-enolida y y-Tocoferol. De la misma manera, los mayores porcentajes de
inhibicién de crecimiento micelial para F. oxysporum estuvieron asociados con las altas

concentraciones de neofitadieno.

Palabras claves: extracto vegetal, insecticida botanico, actividad repelente, actividad

antifangica.
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3.2 ABSTRACT:

The whitefly Bemisia tabaci and the fungus Fusarium oxysporum cause high economic losses
in horticultural crops. Ardisia compressa is a plant species widely distributed in Southern
Mexico, which has enormous potential to develop botanical products for pest control in
agriculture. The aim of the present study was to evaluate the biological activity of ethanol
extracts (EEs) from A. compressa leaves on B. tabaci and F. oxysporum, as well as to
determine the chromatographic profile of the extracts. Leaves of 10 wild A. compressa
populations from the State of Chiapas were collected and processed. Each A. compressa
population obtained its respective EE at 0.2 % (w/v). The evaluation of toxic effects against
B. tabaci showed that TCA and YRP extracts caused the highest mortality of eggs (98 and
99 %) and nymphs (97 %). The evaluation of repellent activity showed that TCA and CTia
extracts had a greater effect on adults (38 and 30 %), and CJC and TCC extracts caused the
highest oviposition deterrence (28 and 26 %). The evaluation of antifungal activity [100 and
200 pg mL1] on F. oxysporum, showed that CJC extract caused the greatest mycelial growth
inhibition (75 and 79 %, respectively). The correlation analysis using heat maps showed that
the toxicity and repellent effects of A. compressa extracts on B. tabaci were correlated with
the highest concentrations of oleic acid, (Z,Z,2)-9,12,15-octadecanotrienoic acid,
octadecanoic acid, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-octadecane; (Z)-18-octadec-9-enolide, and y-
tocopherol. In the same way, the mycelial growth inhibition of F. oxysporum was associated

with a high concentration of neophytadiene.

Key words: plant extract, botanical insecticide, repellent activity, antifungal activity.

73



