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Resumen

En este estudio se evalud el potencial bioinsecticida y bactericida de metabolitos secundarios que se han
identificado en extractos botanicos de Magnolias endémicas de México. Se evalué la actividad bioinsecticida
del Acido gamma-aminobutirico [GABA] contra el insecto plaga Acheta domesticus mediante bioensayos de
contacto, y se evalué la actividad bactericida de dos acidos fendlicos, el acido 4-hidroxifenilacético y el acido
4-hidroxibenzoico y de un aldehido fendlico, la vainillina, mediante el método de difusién en disco contra
aislados clinicos de pacientes mexicanos con distintas patologias orales. Para los bioensayos con
propiedades bactericidas se utilizaron ninfas de 15-20 dias de edad de A. domesticus provenientes de una
cria mantenida bajo condiciones controladas. Los resultados del primer bioensayo mostraron que [GABA] no
mostraba actividad bioinsecticida. En el segundo bioensayo se aumenté la concentracion y [GABA] exhibio
actividad bioinsecticida por contacto a las 72 horas de exposicion. Por otro lado, los bioensayos bactericidas
mostraron que la vainillina tiene efecto bactericida dependiente de la dosis, a partir de una concentracion de
1 mg/mL, contra dos cepas de S. salivarius y Bacillus sp., y tres aislados clinicos presentan resistencia a
multiples antibiéticos.

Palabras clave: Acheta domesticus, Bacillus, bactericidas botanicos, insecticidas botanicos, Magnoliaceae,
metabolitos secundarios, Streptococcus.

Abstract

This study evaluated the bioinsecticidal and bactericidal potential of secondary metabolites identified in
botanical extracts from endemic Mexican Magnolias. The bioinsecticidal activity of gamma-aminobutyric acid
[GABA] was assessed against the pest insect Acheta domesticus through contact bioassays and the
bactericidal activity of two phenolic acids—4-hydroxyphenylacetic acid and 4-hydroxybenzoic acid—and a
phenolic aldehyde, vanillin, was evaluated using the disk diffusion method against clinical isolates from
Mexican patients with different oral pathologies. For this purpose, 15-20-day-old A. domesticus nymphs from
a colony maintained under controlled conditions were used. The results showed that, in a first bioassays,
[GABA] did not exhibit bioinsecticidal activity. In the second bioassay, the concentrations were increased,
[GABA] demonstrated contact bioinsecticidal activity after 72 hours of exposure. On the other hand, through
these assays, it was observed that vanillin showed a dose-dependent bactericidal effect, starting at a
concentration of 1 mg/mL, against two strains of S. salivarius and Bacillus sp. three clinical isolates that show
resistance to multiple antibiotics.

Keywords: Acheta domesticus, Bacillus, botanical bactericides, botanical insecticides, Magnoliaceae,
secondary metabolites, Streptococcus.
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Introduccion

Las plantas son una fuente natural de insecticidas, ya que su interaccion constante con insectos herbivoros
promueve el desarrollo de estrategias defensivas, incluyendo la sintesis de metabolitos secundarios con
propiedades insecticidas (Flores-Estéves et al. 2013). Los pesticidas botanicos en comparaciéon con los
sintéticos ofrecen beneficios ambientales significativos al ser biodegradables y descomponerse rapidamente,
lo que reduce el riesgo para organismos no objetivos y contaminacién ambiental (Campos et al. 2019). En la
busqueda de nuevas moléculas que puedan ser desarrolladas como insecticidas botanicos, recientemente
se han estudiado magnolias endémicas de México debido a su capacidad de producir metabolitos
secundarios insecticidas en algunas estructuras vegetales como la sarcotesta que es la cubierta roja que
cubre las semillas (Flores-Estéves et al. 2013). En 2022, Vasquez-Morales et al., informaron que los extractos
de sarcotesta de M. vovidesii, M. pugana y M. perezfarrerae mostraban actividad bioinsecticida contra dos
especies de moscas de la fruta (A. ludens y A. obliqua). Ademas, se realizaron analisis quimicos cualitativos
que revelaron la presencia de compuestos con baja y mediana polaridad en los extractos de sarcotesta
(Vasquez-Morales et al. 2022).

Los principales constituyentes bioactivos de la corteza de la magnolia son lignanos fendlicos llamados
honokiol (3,5-dialil-4,2-dihidroxibifenilo) y magnolol (5,5-dialil-2,2-dihidroxibifenil), para estos compuestos se
han reportado propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, neuroprotectoras,
antitromboticas y antidepresivas, Se ha demostrado que estos compuestos tienen actividad bactericida y
antibiopelicula en bacterias bucales tales como S. mutans a concentraciones desde 0.25 pm/mL hasta 10
pm/mL, y en E. faecalis con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 32 um/mL por parte del honokiol
(Morales et al. 2024). Basandose en esto y en los antecedentes de la potencial actividad bioinsecticida se
hipotetiza que el acido gamma-aminobutirico aislado de extractos botanicos del extracto de diclorometano de
sarcotesta de M. pugana presentaran toxicidad mediante contacto hacia el insecto plaga A. domesticus. Y,
por otra parte, respecto a las propiedades bactericidas de Magnolia contra bacterias bucales se hipotetiza
que los metabolitos secundarios acido 4-hidroxifenilacético, acido 4-hidroxibenzoico y vainillina aislados de
Magnolia presentaran potencial bactericida hacia Streptococcus salivarius y Enterococcus faecalis. De tal
manera que el objetivo de este trabajo fué determinar la actividad bioinsecticida y bactericida de metabolitos
secundarios presentes en Magnolia spp.
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de Magnolia. (A) Flor de M. pugana. (B) Fruto inmaduro de M. pugana. Fruto maduro con semillas expuestas de
(C) M. pugana y (D) M. vovidesii. (E) Semillas de M. vovidesii. (F) Sarcotesta, semilla sin sarcotesta y fruto sin semilla de M. vovidesii. (G) Proceso de
maduracién del fruto con semillas de M. perezfarrerae. (H) Fruto maduro con semillas expuestas de M. perezfarrerae. (Fuente: Herndndez-Rocha et

al. 2023)

pag 2



v LK X VOLUMEN 37
‘; Vg[qqo XXX Verano De la Ciencia
~ @ Cciencia ISSN 2395-9797

Universidad de Guanajuato

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Materiales y métodos

Potencial bioinsecticida
Material biologico

En el Laboratorio de Botanica e Invertebrados del Departamento de Biologia, Divisién de Ciencias Naturales
y Exactas, de la Universidad de Guanajuato, se cuenta con un insectario con condiciones controladas de 25
°C de temperatura, 40% de humedad promedio y fotoperiodo de 12L:120, en donde se mantienen cria de
laboratorio de Acheta domesticus. Cada semana se recolectan huevos para realizarles una limpieza con agua
destilada y colocarlos en cajas Petri de vidrio 150mm x15mm con algodén y agua (para tener la humedad
adecuada) en la base, se incuban por aproximadamente 8 dias a 30°C. Al salir los grillos se colocan en una
caja de plastico con alimento (lechuga, manzana, pepino, zanahoria y hojuelas de pescado), agua y cartén
para sus nidos. Cada cohorte de grillos se separan en cajas diferentes segun su fecha de eclosién para
mantener una estandarizacion de edad. En los bioensayos se utilizaron ninfas de Acheta domesticus
aproximadamente de 15 a 20 dias de edad.

Bioensayos de actividad insecticida de metabolitos secundarios

Los bioensayos se realizaron por el método de impregnacién de papel filtro con el compuesto GABA, para lo
cual se cortaron discos de papel filtro con un diametro de 2.5 cm., y fueron colocados en recipientes de
plastico de 100mL de capacidad con tapa; utilizados especificamente para bioensayos y previamente lavados
y desinfectados.

Se colocaron en orden y etiquetaron los recipientes de acuerdo al tratamiento que llevan, se realizaron 5
réplicas de cada tratamiento. En esta ocasion se utilizé como control positivo Spinetoram a una concentracion
de 0.43 mg/ml; (insecticida de amplia gama de plagas con accién por medio de contacto o ingestion, que
provoca una excitacion generalizada del sistema nervioso, lo que lleva a paralisis, postracion y, finalmente,
la muerte del insecto); y como control negativo utilizamos agua destilada (dado que GABA es soluble el agua)
a una concentracion de 0.50 mg/mL.

Se realizaron dos bioensayos, con 6 concentraciones diferentes de GABA cada uno. En los bioensayos se
distribuyeron las concentraciones de la siguiente manera:

Tabla 1. Concentraciones utilizadas de GABA en cada uno de los bioensayos realizados.

Concentracion Concentracion
Tratamiento Bioensayo 1 Bioensayo 2
Control positivo 0.43 mg/mL 0.43 mg/mL
Control negativo 0 mg/mL Omg/mL
Concentracion 1 (C1) 2 mg/mL 4 mg/mL
Concentracion 2 (C2) 1.5 mg/mL 3.5 mg/mL
Concentracion 3 (C3) 1 mg/mL 3 mg/mL
Concentracion 4 (C4) 0.5 mg/mL 2.5 mg/mL
Concentracion 5 (C5) - 1.5 mg/mL
Concentracion 6 (C6) - 1 mg/mL

En el primer bioensayo se colocaron 500 uL de cada tratamiento en el papel filtro y se dejaron secar en un
horno de laboratorio a 40°C durante 3 horas para evitar la acumulacion de humedad y la evaporacion del
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tratamiento. Este primer bioensayo fue una prueba preliminar para la determinacion de la concentracion para
el siguiente bioensayo, por lo que se colocaron 3 grillos en cada tratamiento y cada réplica, se registraron los
datos cada 24 hrs durante 96 hrs; el numero reducido de grillos se debi6 a la intencién de no utilizar una gran
cantidad de material bioldégico en una prueba preliminar, dada la escasez de datos sobre experimentacion tan
especifica con el compuesto utilizado de esta manera.

En el segundo bioensayo se colocaron 300 pL de cada tratamiento en el papel filtro y dejo secar por 24 hrs a
40°C para evitar la acumulacion de humedad y evaporacion del tratamiento; en esta ocasién se colocaron 5
grillos en cada tratamiento y cada réplica, se registraron los datos cada 24 hrs durante 120 hrs.

Analisis estadistico

El nimero de grillos muertos se transformé a porcentaje de mortalidad mediante la férmula M (%) = (nimero
de insectos muertos/n) x 100, posteriormente, se utilizé la formula de Abbott para obtener el porcentaje de
mortalidad corregida para considerar la mortalidad natural entre los tratamientos y el control mediante la
siguiente formula:

(%Mortalidad del tratamiento — %Mortalidad del control)

(100 — %Mortalidad del control) * 100

CM(%) =

Los datos de mortalidad corregida se analizaron con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida
de la prueba post-hoc de Duncan para comparaciones de grupos, a un nivel de significancia p<0.05. Todos
los analisis estadisticos se realizaran con la biblioteca Agricolae en el software R v. 4.3.1 (R Core Team,
2023).

Potencial microbicida

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas que se utilizaron en este estudio fueron aislados clinicos, los cuales se listan en la
Tabla 2. Todas las cepas se cultivaron en agar/caldo Infusién cerebro corazén (BHI) y se incubaron a 37°C
durante 24 horas en condiciones aerobias a 180 rpm.

Tabla 2. Caracteristicas de los aislados clinicos

Resistencia a
Cepa Gram Patologia Referencia
antibiéticos

Streptococcus AMP, DCX, ERY, Loyola-Alonso et al.,
+ Mucositis
salivarius GEN. 2024
Streptococcus Per- AMP, DCX, ERY, Loyola-Alonso et al.,
+
salivarius implatitis GEN. 2024
Enterococcus Absceso Loyola-Alonso et al.,
+ AMP.
faecalis endodéntico 2024
AMP, DC, CIP, Gonzalez-Pérez en
Bacillus sp. + Periodontitis
VAN, TET, SXT. prensa
Lactobacillus + Donador AMP, DC, CIP, Gonzalez-Pérez en
plantarum sano VAN, TET, SXT. prensa

Ensayo de difusion en disco

Se prepararon placas de Petri con Agar Mueller Hinton, las cuales se inocularon con una suspension
bacteriana ajustada a 0.5 de la escala de McFarland de las diferentes cepas (Tabla 2). Se colocaron discos
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de papel filtro de 5 mm de diametro impregnados con los metabolitos secundarios, acido 4-hidroxifenilacético
(Sigma Aldrich), acido 4-hidroxibenzoico (Sigma Aldrich) y vainillina (Sigma Aldrich) a concentraciones de 5,
2.5y 1 mg/mL. Como control negativo se utilizaron discos impregnados con DMSO 1% (vehiculo), como
control positivo se utilizé el farmaco comercial clorhexidina a 1 pg/mL. La actividad antimicrobiana se definio
por el diametro de la zona de inhibicion después de 24 horas de incubacion a 37°C (CLSI, 2023).

Resultados

Potencial bioinsecticida

En el bioensayo 1 de la evaluacion del compuesto GABA se encontraron diferencias significativas (x*>= 23.81,
df = 4, p<0.05) con respecto a la mortalidad de los grillos de la especie A. domesticus por via contacto a las
72 horas. El control positivo (Spinetoram) presenté una mortalidad promedio de 93.33 £ 14.90% (Media +
DE), para el caso de los tratamientos C1, C2, C3 y C4 se obtuvo una mortalidad de 0 £ 0% (Figura 2).

100 -
90 1
80 1
70 A
60 -
50 A
40 1
30 A
20 -
10

Mortalidad (%)

Tratamientos

Figura 2. Porcentaje de mortalidad (Media + DE) del compuesto GABA a 72 horas por contacto contra A. domesticus en 4 concentraciones C1 (2
mg/mL), C2 (1.5 mg/mL), C3 (1 mg/mL), C4 (0.5 mg/mL), CP= Spinetoram (0.43 mg/mL).

En el bioensayo 2 de la evaluacion del compuesto GABA se encontraron diferencias significativas (x*>= 26.524,
df = 7, p<0.05) con respecto a la mortalidad corregida de los grillos de la especie A. domesticus por via
contacto a las 72 horas. El control positivo (Spinetoram) presenté una mortalidad corregida promedio de 100
1+ 0% (Media + DE), para el control negativo (agua) se obtuvo una mortalidad corregida de 24 +43.35%. Los
tratamientos de GABA en C3 (3 mg/mL) y C4 (2.5 mg/mL) presentaron efectos en cuanto a la mortalidad de
Acheta domesticus en un 20% y 4%, respectivamente. Por otro lado, los tratamientos C1 (4 mg/mL), C2 (3.5
mg/mL), C5 (1.5 mg/mL) y C6 (1 mg/mL) no presentaron efectos significativos con respecto a la mortalidad
de Acheta domesticus (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad (Media + DE) del compuesto GABA a 72 horas por contacto contra A. domesticus en 6 concentraciones C1 (4
mg/mL), C2 (3.5 mg/mL), C3 (3 mg/mL), C4 (2.5 mg/mL), C5 (1.5 mg/mL), C6 (1 mg/mL), CP= Spinetoram (0.43 mg/mL), CN= Agua. Las diferentes
letras sobre las barras indican la existencia de diferencias significativas (p < 0.05).

Potencial microbicida

En los resultados de la bacteria S. salivarius (M) contra distintos tratamientos realizados por el método de
difusion en disco; se muestra que el control positivo (Clorhexidina) nos presenta una alta actividad bactericida
mientras que el control negativo (DMSO 1%) no presenta actividad significativa lo cual nos ayuda a considerar
que los datos obtenidos del resto de los tratamientos son validos. De los tres tratamientos aplicados, el que
resulta con actividad bactericida notable y comparable con el control positivo en su concentracién mas alta
es la vainillina con un didmetro de inhibicion de entre 12 y 15 mm; el acido 4-hidroxibenzoico presenta una
actividad significativa de entre 5 y 9 mm de diametro de inhibicion y el tratamiento de &cido 4
hidroxifenilacético presenta nula actividad bactericida (Figura 4A).

En los resultados de la bacteria S. salivarius (P) contra los distintos tratamientos en donde los controles se
mantienen con el efecto deseado; el tratamiento de vainillina ain nos presenta un diametro de inhibicion
considerable y comparable con la clorhexidina; sin embargo, tanto el acido 4-hidroxifenilacético y el acido 4-
hidroxibenzoico no presentan actividad bactericida (Figura 4B).

En los resultados de la bacteria Bacillus sp; los tratamientos de control positivo y negativo siguen teniendo el
mismo efecto; mientras que la vainillina presenta actividad bactericida en todas sus concentraciones llegando
a un diametro de inhibicién de 12 mm; el acido 4-hidroxifenilacético no presenta actividad bactericida y, por
ultimo, el acido 4-hidroxibenzoico muestra resultados de actividad similar a la vainillina (Figura 4C).

En los resultados de la bacteria L. plantarum; en donde los tratamientos control muestran mismo efecto, pero
en este caso la vainillina no present6 actividad bactericida; el acido 4 hidroxifenilacético presenta una
actividad bactericida comparable con nuestro control positivo en su concentracién méaxima probada, mientras
que, el &cido 4-hidroxibenzoico presenta actividad relativamente baja, pero si es comparable con la vainillina
en otras bacterias. Sin embargo, no se observo un efecto inhibitorio de los compuestos fendlicos evaluados
contra la cepa de E. faecalis (Figura 4D).
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Figura 4. Actividad bactericida de compuestos fenélicos de Magnolias. Didmetro de la zona de inhibicién de la clorhexidina (control positivo), DMSO
1% (control negativo), Vainillina (VA), dcido 4-hidroxifenilacético (4-HP) y dcido 4-hidroxibenzoico (4-HB) contra: A) S. salivarius (Mucositis), B) S.
salivarius (Perii-mplantitis), C) Bacillus sp. y D) L. plantarum. Los ensayos se realizaron por triplicado. Las letras diferentes en cada barra indican
diferencias significativas (P< 0.05).

Discusion

El Bioensayo 1, debido a que, fue una prueba preliminar y un primer acercamiento al uso de GABA con un
insecto plaga como Acheta domesticus, mostré resultados variados, por un lado, la alta efectividad y alto
efecto insecticida del control positivo (Spinetoram), y por otro las concentraciones C1 (2 mg/mL), C2 (1.5
mg/mL), C3 (1 mg/mL), C4, (0.5 mg/mL) no presentaron efecto insecticida alguno. Esto puede deberse a que
no se alcanzé la concentracién éptima para afectar de manera significativa al insecto plaga Acheta
domesticus. Sin embargo, debido a esta primera aproximacion se tomaron nuevos parametros para evaluar
la eficacia del compuesto GABA y realizar un segundo bioensayo.

El Bioensayo 2 presenta resultados complejos, ya que no sigue una relacion dosis-respuesta lineal.
Sorprendentemente, las concentraciones intermedias de GABA (2.5 mg/mL y 3 mg/mL) mostraron un efecto
en la mortalidad de los grillos, mientras que las concentraciones mas altas (3.5 mg/mL y 4 mg/mL) no lo
reflejaron.

Esta falta de un patron claro podria deberse a varias razones que requieren mayor investigacion. La Curva
de dosis-respuesta no lineal: EI GABA podria tener su efecto éptimo solo en un rango de concentracion
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especifico. A dosis muy altas, los mecanismos de desintoxicacién del insecto podrian activarse, o los
receptores podrian saturarse, reduciendo la efectividad del compuesto. Por otro lado, Problemas de
biodisponibilidad: La concentracion efectiva de GABA que entra en contacto con el insecto podria ser menor
de lo esperado, especialmente a dosis altas, debido a la volatilidad del compuesto o problemas de solubilidad
y agregacion en el papel filtro.

Los resultados obtenidos con respecto al potencial microbicida del acido 4-hidroxifenilacético (4-HPA), el
acido 4-hidroxibenzoico (4-HBA) y la vainillina contra distintas bacterias (S. salivarius M y P, Bacillus spp. y
L. plantarum), revelan diferencias significativas en su eficacia, las cuales pueden explicarse por sus
propiedades quimicas, mecanismos de accion y la susceptibilidad especifica de cada bacteria.

El efecto de la vainillina sobre S. salivarius (M), S. salivarius (P) y Bacillus spp. se hipotetiza que puede ser
debido a que la presente vainillina presenta un grupo aldehido (-CHO) y un grupo metoxi (-OCHs) que pueden
interferir con la membrana celular bacteriana, alterando su permeabilidad y generando estrés oxidativo. En
pruebas con Escherichia coli se ha demostrado que después de inducir tratamientos con vainillina se observa
dario al sistema de la membrana y se presenta fuga de acido nucleico y proteinas (Peiyao et al., 2023). Y la
nula actividad sobre L. plantarum puede deberse a que bacterias del género Lactobacillus tienen mecanismos
de resistencia a fenoles simples, como enzimas detoxificantes.

El acido 4-hidrobenzoico presentd actividad moderada en S. salivarius (M) y Bacillus sp, ésto puede ser
debido a que el presente (4-HBA) tiene un papel en la regulacion de la fisiologia y patogenicidad bacteriana.
Estudios han informado que el 4-HBA tiene actividad sobre la formacién de biopeliculas, la produccion de
polisacaridos extracelulares y la virulencia en bacterias como Shigella sonnei (Wang et al. 2023).

La actividad nula del acido 4-hidroxifenilacetico en la mayoria de las cepas bacterianas puede ser debido a
la ausencia de grupos funcionales adicionales, lo que limita su interaccidon con blancos bacterianos. Y por
otra parte su efecto sobre L. plantarum podria deberse a un mecanismo especifico, como la inhibicién de vias
metabdlicas Unicas en bacterias del género Lactobacillus.

Conclusion

Al aumentar la concentracion de GABA se confirmé su potencial insecticida, la ausencia de un efecto a dosis
mas altas es un hallazgo critico. Se sugiere que futuras investigaciones se centren en realizar una curva de
dosis-respuesta mas detallada, con un enfoque particular en las concentraciones que demostraron actividad,
y que se explore la estabilidad del compuesto bajo las condiciones del ensayo para obtener resultados mas
precisos.

Respecto al potencial microbicida, los compuestos fendlicos derivados de Magnolias (especificamente la
Vainillina y el Acido 4-hidroxibenzoico) muestran un potencial bactericida significativo contra varias cepas
bacterianas de interés clinico, aunque con diferente eficacia segun la bacteria. La Vainillina emerge como el
compuesto mas versatil y potente entre los probados, demostrando una fuerte actividad contra S. salivarius
(M), S. salivarius (P) y Bacillus spp.; en el caso de S. salivarius (M) y S. salivarius (P), su actividad es
comparable a la de la Clorhexidina en ciertas concentraciones. La relacion dosis-respuesta no es lineal y
varia entre los compuestos y las bacterias. Para la Vainillina, en algunos casos (ej. S. salivarius), las
concentraciones mas bajas fueron mas efectivas que las mas altas, lo que podria indicar fenébmenos de
toxicidad a dosis altas o limitaciones en la difusién/actividad in vitro.

En resumen, los resultados sugieren que los metabolitos secundarios de magnolias, en particular la vainillina
y el acido 4-hidroxibenzoico, tienen un claro potencial bactericida que merece ser explorado para
aplicaciones en salud, posiblemente como componentes en tratamientos para infecciones orales (mucositis,
periodontitis) o en otras aplicaciones antimicrobianas.
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