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RESUMEN

Actualmente existe la necesidad de hacer frente al problema de la
resistencia a los antibidticos y al uso indiscriminado de fungicidas quimicos
en la agricultura. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio
de extractos acuosos, metandlicos, acetdnicos y hexanicos de hoja y tallo
de Vitex mollis Kunth (Lamiaceae) contra diferentes bacterias (Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus) y
especies del hongo Fusarium (F. verticillioides, F. oxysporum, F tapsinum y
F. oxysporum f.sp. lycopersici) de importancia en la salud y en la agricultura,
asi como determinar su composicion quimica general. Se determinaron las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de todos los extractos por la
técnica de microdilucion, excepto del hexanico, que no present6 inhibicion
en las bacterias estudiadas. S. enterica fue la bacteria que mostré mayor
sensibilidad al extracto metandlico de tallo (CIM = 28 ug mL""), le siguieron M.
luteus (CIM =32 pgmL™), S. aureus (CIM = 75ugmL") y E. coli (CIM = 80 ug mL-
"). Los extractos metandlicos y acuosos de tallo presentaron mayor porcentaje
de inhibicion contra los diferentes tipos de Fusarium evaluados por el método
de dilucién en agar. Los extractos de V. mollis inhibieron a F. verticillioides
entre 62 y 91 % con 120 pg mL" de extracto. El orden de las especies de
hongos inhibidas por los extractos fue: F. verticillioides > F. oxysporum > F.
tapsinum > F. oxysporum f.sp. lycopersici. La composicion quimica de las
especies se determind mediante pruebas para fenoles, taninos, flavonoides,
triterpenos, alcaloides, cumarinas y saponinas. Ninguno de los extractos
presento alcaloides y saponinas. Los fenoles (37.1 mg EAG/g muestra seca) y
flavonoides (26.8 mg EQ/g muestra seca) fueron los compuestos mayoritarios
enlos extractos metandlicos y acuosos. En conclusion, se requieren cantidades
muy pequefias de extracto para la inhibicion de bacterias y de Fusarium; por
lo tanto, V. mollis puede ser considerada una fuente de metabolitos para este
fin'y en la agricultura como control alternativo dentro de un manejo integrado
de enfermedades.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, extractos, Vitex mollis,
bacterias, Fusarium.

SUMMARY

Currently, antibiotic resistance and indiscriminate use of chemical fun-
gicides in agriculture need to be addressed. This research evaluated the in-
hibitory effect of aqueous, methanolic, acetonic and hexanic extracts from
leaf and stem of Vitex mollis Kunth (Lamiaceae) against several bacteria
(Escherichia coli, Micrococcus luteus, Salmonella enterica and Staphylococ-
cus aureus) and species of Fusarium fungus (F. verticillioides, F. oxyspo-
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rum, F. tapsinum and F. oxysporum f.sp. lycopersici), and determined their
general chemical composition. The minimum inhibitory concentration (MIC)
was determined by the micro-dilution technique for all extracts, except for
the hexanic extract which did not show inhibition on the bacteria studied. S.
enterica was the bacterium that showed the highest sensitivity to the metha-
nolic extracts from stem (MIC = 28 pg mL™"), followed by M. luteus (MIC = 32
pg mL7), S. aureus (MIC = 75 pg mL") and E. coli (MIC = 80 pg mL™"). The
methanolic and aqueous extracts from the stem presented higher percent-
age of inhibition against different types of Fusarium evaluated by the agar
dilution method. Extracts of V. mollis inhibited F. verticillioides between 62
and 91 % with 120 pg mL" of extract. The order of fungi species as inhib-
ited by the extracts was F. verticillioides > F. oxysporum > F. tapsinum > F.
oxysporum f.sp. lycopersici. The chemical composition of the species was
determined by tests for phenols, tannins, flavonoids, triterpenes, alkaloids,
coumarins and saponins. None of the extracts presented alkaloids and sapo-
nins. Phenols (37.1 mg EAG/g dry sample) and flavonoids (26.8 mg EQ/g dry
sample) were the major compounds in the methanolic and aqueous extracts.
In conclusion, small amounts of extracts are required to inhibit bacteria and
Fusarium; hence, V. mollis can be considered a source of metabolites for
this purpose and in agriculture as an alternative control within an integrated
management of diseases.

Index words: Antimicrobial activity, extracts, Vitex mollis, bacteria,
Fusarium.

INTRODUCCION

Diferentes especies botanicas muestran accion re-
guladora sobre un gran numero de plagas y enfermeda-
des que perjudican a la agricultura y a la salud humana.
Actualmente existe la necesidad de hacer frente al proble-
ma de la resistencia a los antibidticos y a la disminucion
del uso de fungicidas quimicos en la agricultura, que ha lle-
vado a los investigadores del drea de alimentos, farmacéu-
tica y agricultura a buscar nuevas fuentes, principalmente
de origen vegetal, que contengan sustancias con activi-
dad antimicrobiana (Medina et al., 2017; Sharifi-Rad et al.,
2017) que ayuden a combatir enfermedades tanto en el ser
humano como en la agricultura, mostrando grandes ven-
tajas como eficacia, seguridad, bajos costos y disminucion
de la contaminacion ambiental (Thombre et al., 2013).
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Algunas bacterias como Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus pue-
den ser parte de la contaminacién de los alimentos o del
agua, y al ser consumidos por el ser humano ocasionan
enfermedades que podrian causar hasta la muerte. Seguin
estudios publicados por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), se estima que cada afio enferman en el mun-
do 600 millones de personas —aproximadamente 1 de ca-
da 10 habitantes— por ingerir alimentos contaminados y
que 420 mil mueren por esta misma causa. Las infeccio-
nes diarreicas, que son las mas cominmente asociadas
al consumo de alimentos contaminados, hacen enfermar
cada afio a 550 millones de personas y provocan 230 mil
muertes. Los principales agentes causales involucrados
en casos de hospitalizacion son Salmonella y Escherichia
coli enterohemorragica (OMS, 2017). En muchos paises,
sin embargo, se desconoce la incidencia exacta de las en-
fermedades ocasionadas por la ingestién de alimentos u
otros causales, debido en parte a limitaciones del servicio
de informacion epidemioldgica y a dificultades por parte
de los laboratorios para identificar los agentes causales.

La infeccion por E. coli se trasmite generalmente por
consumo de agua o alimentos contaminados, como pro-
ductos carnicos poco cocidos y leche cruda, hortalizas y
semillas germinadas crudas contaminadas (OMS, 2018;
Solomon et al,, 2002). M. luteus puede comportarse co-
mo patdgeno oportunista en pacientes inmunodeprimidos;
puede causar neumonia, meningitis, artritis séptica, bacte-
remia, sepsia relacionada con cateterismo y peritonitis vin-
culada con didlisis peritoneal ambulatoria continua (Winn
et al., 2006). La salmonelosis es un grupo de infecciones
producidas por bacilos del género Salmonella. Se asocia a
sindromes febriles y manifestaciones gastrointestinales o
sistémicas, donde gran parte es ocasionada por S. enteri-
ca (OMS, 2017). S. aureus forma comunmente parte de la
microflora humana, puede producir enfermedad mediante
dos mecanismos, uno se basa en proliferar y propagarse
por los tejidos, y el otro en su capacidad para producir to-
xinas y enzimas celulares (Lowy, 1998).

Las especies del hongo fitopatdgeno Fusarium son co-
nocidas como patdgenos de plantas y alimentos; sin em-
bargo, también pueden causar infecciones oportunistas en
el hombre (Benadof, 2010). Las especies de Fusarium se
encuentran en los cultivos antes de la cosecha y también
persisten en los productos almacenados, si la actividad
del agua lo permite se desarrollaran causando alteracio-
nes y pueden producir micotoxinas. En la agricultura han
llegado a ser fuente de grandes pérdidas econdmicas
puesto que generalmente pueden afectar a los cultivos
contaminandolos, marchitandolos, produciendo cambios
de color, pudriéndolos o induciciendo necrosis vasculares;
por ejemplo, F. verticillioides afecta al maiz (Zea mays), F.
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oxysporum f.sp. lycopersici dafia al tomate (Solanum lyco-
persicum), F. tapsinum ataca al sorgo (Sorghum bicolor) y
F oxysporum afecta al maguey tequilero (Agave tequilana
var. azul Weber) (Carrillo-Fasio et al., 2003; Pharand et al.,
2002). Por lo tanto, es necesario buscar nuevas alternati-
vas, sobre todo de origen organico o alternativo, para con-
trolar, prevenir o combatir este tipo de microorganismos y
consecuentemente, evitar posibles epidemias tanto para
los cultivos como para el hombre.

Bajo este contexto, las plantas de la familia Lamiaceae,
a la cual pertenece el género Vitex, son una fuente impor-
tante de moléculas bioactivas como glucdsidos iridoides,
flavonoides, derivados de diterpenoides, fitoesteroides,
que han mostrado tener propiedades antimicrobianas
(Medina et al,, 2017; Meena et al., 2010; Sharifi-Rad et
al., 2017; Sharma et al., 2017). Dentro de este género se
encuentra la planta nativa de México Vitex mollis Kunth
(Lamiaceae), comunmente conocida como uvalamo. La
mayoria de los estudios relacionados con esta planta han
sido enfocados a la corteza del arbol o al fruto de uvala-
mo (Dimayuga et al,, 1998). De acuerdo con Meena et al.
(2011), algunas culturas indigenas de México consumian
la fruta de V. mollis, asi como otras partes de la planta, para
tratar fiebre, diarrea, disenteria y célicos abdominales; sin
embargo, las hojas y los tallos tienen escasos estudios, a
pesar de que son los comunmente utilizados para el trata-
miento de diversos padecimientos como diarrea y disen-
terfa (Osuna et al., 2005), como antiespasmadico (Osuna
et al., 2005), antiprotozoario (Tapia-Pérez et al., 2003), an-
tioxidante (Cuevas-Judrez et al., 2014; Ruiz-Teran et al.,
2008) y antiinflamatorio (Medina et al., 2017; Meena et al.,
2011; Morales-Del Rio et al., 2015; Ramirez-Cisneros et al.,
2015); ademas, se ha sugerido la uvalama para el trata-
miento de picaduras de escorpion y para aliviar los dolores
menstruales (Meena et al., 2011). Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion fue determinar el efecto inhibitorio
de extractos de V. mollis contra diferentes bacterias y es-
pecies de Fusarium de importancia en la salud humana y
en la agricultura, asi como determinar la composicion qui-
mica general de los extractos de las hojas y los tallos de
la planta.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y microbioldgico

Las hojas y tallos de V. mollis Kunth se colectaron en
enero de 2015 en el estado de Jalisco, México en las coor-
denadas 20° 21.6' Ny 102° 48' O, a una altitud de 1800 m.
La identificacion taxonémica de la planta se realizo en el
Instituto de Botanica de la Universidad de Guadalajara con
numero de registro 192,156. Las cepas bacterianas utili-
zadas fueron Escherichia coli (ATCC 25922), Micrococcus
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luteus (ATCC 9341), Salmonella enterica (ATCC 9270) y
Staphylococcus aureus (ATCC 6638). Las diferentes es-
pecies de Fusarium pertenecen a la coleccion de hongos
del Laboratorio de Fitopatologia del Centro Universitario
de la Ciénega de la Universidad de Guadalajara. Se utili-
zaron cuatro especies: F. verticillioides aislado de maiz, F.
oxysporum f.sp. lycopersici aislado de tomate, F. tapsinum
aislado de sorgo y F. oxysporum aislado de agave tequilero.

Obtencion de extractos

Las hojasy los tallos recolectados se secaron en estufa
a 45 °C durante 48 h para posteriormente ser pulveriza-
dos. Se pesaron 4 g de cada una de las muestras y se
adicionaron 15 mL de solvente (agua, metanol, acetona
0 hexano) homogeneizando por 20 s (IKA, Ultra-Turrax®,
T-25 DST, China). Después de sonicar por 20 min, las
muestras se centrifugaron a 1753 x g durante 15 min a
4 °C. Los sobrenadantes se filtraron y al sedimento obte-
nido se le realizd una segunda extraccion a la que se le
adicionaron 30 mL de solvente (agua, metanol, acetona o
hexano) repitiendo los pasos desde la homogeneizacion.
Una vez reunidos los sobrenadantes de los extractos, se
procedié a la concentracion de éstos en un rotavapor
(Heidolph, 4003 VAC Senso T, Schwabach, Alemania);
posteriormente, se resuspendieron en sus respectivos
solventes para tener una concentracion final homogénea
en cada uno de ellos de 30 mg mL" (Morales-Del Rio et
al, 2015).

Analisis fitoquimico

El andlisis fitoquimico se realizé a los extractos em-
pleando técnicas simples, rapidas y selectivas para la
determinacion de fenoles y taninos (ensayo de cloru-
ro férrico), flavonoides (ensayo de Shinoda), saponinas
(prueba de espuma), alcaloides (ensayo de Dragendorff),
triterpenos (ensayo de Liebermann-Buchard) y cumari-
nas (ensayo de Baljet) (Sanchez et al., 2010).

Cuantificacion de fenoles totales

Se realizd por la técnica de Folin Ciocalteu (Mullen et al.,
2007). Se tomaron 50 pL de extracto y se agregaron 3 mL
de agua desionizada y 250 pL de Folin T N. Se dejé repo-
sar por 5 min. Posteriormente, se adicionaron 750 uL de
Na,CO, al 20 % y 950 pL de agua desionizada. Se dejo re-
posar por 30 min y se determind la absorbancia a 765 nm.
Se realizé una curva con acido galico. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido galico por g de
muestra seca (mg EAG/g muestra seca).
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Cuantificacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales se determinaron por el método
reportado en Maksimovic¢ et al. (2005). Se tomaron alicuo-
tas de 0.1 mL de extracto y fueron adicionadas a 1.4 mL de
agua desionizada y 0.5 mL del reactivo de flavonoides (133
mg de tricloruro de aluminio, 400 mg de acetato de sodio
en 100 mL de solvente constituido por 140 mL metanol,
50 mL aguay 10 mL &cido acético). Después de 30 min a
temperatura ambiente se midio la absorbancia a 415 nm.
Se realizé una curva utilizando el estandar quercetina. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de quer-
cetina por g de muestra seca (mg EQ/g muestra seca).

Actividad antibacteriana

Se utilizé la técnica de microdilucion con la obtencion
de la concentracién inhibitoria minima (CIM). Se prepard
el inéculo mediante reactivacion de las cepas con solucién
de caldo Muller Hilton (CMH) y se incub¢ a 37 °C durante
24 h. Posteriormente, se ajustd cada cepa a 1 x 10°CFU
mL"y se midio su densidad dptica a 600 nm con base en
la escala 1 de McFarland (McFaddin, 2000). En micropla-
cas de 96 pozos se hicieron microdiluciones de los extrac-
tos esterilizados a través de un filtro Millipore (0.45 um);
posteriormente, se adicionaron 100 pL del microorganis-
mo en todos los pozos y se obtuvo un volumen final en ca-
da uno de 200 pL, con concentraciones finales de extracto
desde 30 x 10° hasta 3 ug mL™". Transcurrido el tiempo de
incubacion se leyeron las placas a 600 nm para determinar
la susceptibilidad del microorganismo, todo esto por tripli-
cado (Peterson y Shanholtzer, 1992). La CIM se determind
identificando la dilucion que no presentd crecimiento mi-
crobiano en comparacion con el control (caldo + microor-
ganismo). Se consideraron también otros controles como
caldo puro, caldo + solvente y caldo + extractos.

Actividad antifingica

Se determind la actividad antifungica mediante el méto-
do de dilucién en agar (Del Toro-Sanchez et al., 2010). Se
prepararon medios de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA 39
g L) en cajas de Petri a las cuales se adicionaron los res-
pectivos extractos a cuatro concentraciones (0, 30, 60, 90
y 120 pg mL"). Antes de inocular las especies de Fusarium
en las cajas con extractos, éstos se sometieron a un creci-
miento previo de 48 a 72 h; posteriormente, se adicionaron
5 mL de agua bidestilada estéril y se rasp¢ la superficie del
cultivo fungico sin rayar el medio sélido. Después de la ho-
mogenizacion, se tomaron 20 ulL de suspensién micelial y
se depositaron suavemente en el centro de la caja de Petri,
se dejo secar 10 min en una campana de flujo laminar de
bioseguridad clase IIA y se incubd durante 4 d a 28 + 1

°C. Se tomaron como controles cajas de Petri con medio
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PDA inoculadas con el hongo sin extracto y con los sol-
ventes. Los resultados se reportaron como porcentaje de
inhibicion obtenido por la comparacion de los diametros
miceliales (medidos con un Vernier) de los controles con
las muestras segun la siguiente formula:

% de inhibicion = _Halo de crecimiento control-Halo de crecimiento muestra y 100
Halo de crecimiento control

Adicionalmente, con los datos obtenidos se graficaron
curvas de concentracion contra porcentaje de inhibicion y
se calculo la concentracion fungicida media (CF, ).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico realizado fue con tres repeticiones
con disefio completamente al azar y arreglo multifactorial
y se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba
DMS, (Diferencia Minima Significativa) (P < 0.05) mediante
el programa Statgraphics Centurion XV v.15.2.06.

RESULTADOS
Analisis fitoquimico

Los fenoles o taninos, asi como los flavonoides, fueron
los compuestos mas abundantes en los extractos acuo-
sos y metandlicos de hoja y tallo (Cuadro 1), estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Medina et al. (2017),
quienes reportaron que los compuestos mayoritarios pre-
sentes en extractos metanolicos de V. mollis corresponden
a fenoles. Los resultados sugieren que la hoja presenta
fenoles o taninos hidrolizables, mientras que los de tallo
tienen tanto hidrolizables como del tipo catecol. Las cu-
marinas soélo se identificaron en los extractos acuosos y
metandlicos de tallos. Las hidroxicumarinas sencillas son
solubles en agua y en soluciones alcohdlicas. Las pirano
y furanocumarinas son solubles en los mismos solven-
tes, pero también en disolventes orgdnicos no polares;
por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos, los
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extractos acuosos y metandlicos presentan cumarinas del
tipo hidroxicumarinas, ya que en el extracto apolar (hexa-
nico) no se detectd la presencia de estos compuestos. Los
triterpenos fueron los compuestos mayoritarios detecta-
dos en los extractos hexanicos, principalmente en los de
tallo. No se lograron detectar saponinas y alcaloides en
ningun extracto de las diferentes partes de la planta.

Con respecto a la cuantificacion de fenoles totales, los
extractos metandlicos y acuosos tanto de hoja (37.91
+1.66 y 20.91 + 0.86 mg EAG/g muestra seca, respecti-
vamente) como de tallo (33.46 + 0.77 y 29.46 + 0.99 mg
EAG/g muestra seca, respectivamente) presentaron la
mayor cantidad (Figura 1). Un comportamiento similar
se observo en los flavonoides en los extractos metandli-
cos y acuosos de hoja (21.67 + 1.23y 1247 + 1.11 mg
EQ/g muestra seca, respectivamente) y tallo (26.83 + 0.51
y 22.21 + 0.65 mg EQ/g muestra seca, respectivamente),
donde los extractos del tallo fueron los que sobresalieron
con este tipo de compuestos. Los flavonoides forman par-
te de los fenoles; por lo tanto, estos resultados demuestran
que la mayor cantidad de los fenoles son del tipo flavonoi-
de, ya que la cantidad de flavonoides es mayor al 50 % en
todas las muestras con respecto a los fenoles, excepto en
los extractos hexanicos (Figura 1).

Actividad antibacteriana

De los cuatro tipos de extractos evaluados (acuoso,
metandlico, acetonico y hexanico), los extractos hexa-
nicos no presentaron inhibicion en los microorganismos
analizados (E. coli, M. luteus, S. enterica y S. aureus).
Los extractos metandlicos presentaron mayor inhibi-
cion contra las bacterias estudiadas, le siguieron los
aceténicos y posteriormente los acuosos (Cuadro 2); por
lo tanto, los diferentes extractos obtenidos presentaron
diferencias significativas entre ellos (P = 0.00023). Por
otra parte, los tallos de V. mollis fueron mas efectivos
que las hojas, por lo que el factor tejido de la planta fue

Cuadro 1. Analisis fitoquimico de los extractos de hoja y tallo de Vitex mollis.

Extractos de hoja

Extractos de tallo

Acuoso  Metandlico Aceténico Hexanico Acuoso  Metandlico Acetdénico Hexanico
Fenoles y/o taninos +4ab +++2/0 +ab +alb +++3 +4+42 442 +a
Flavonoides +++ +++ + + FH+ + ++ +
Saponinas - - - - - - - _
Alcaloides - - - - - - _ -
Triterpenos - - + ++ - - + Tt
Cumarinas - - - - + + _ _

a) Fenoles o taninos hidrolizables. b) Fenoles o taninos tipo catecol. a/b) Ambos tipos de fenoles y taninos. Presencia abundante [+++], presencia

moderada [++], presencia leve [+], ausencia [-].
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Figura 1. Fenoles y flavonoides totales de los extractos acuoso (Ac), metanélico (M), acetonico (A) y hexanico (He), de las
hojas (H) y los tallos (T) de Vitex mollis. Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

significativo (P = 0.0082) demostrando por la prueba DMS
que los extractos de los tallos inhiben el crecimiento bac-
teriano con mayor actividad.

Salmonella enterica fue la bacteria mas inhibida por el
extracto metandlico de tallo (CIM = 28 ug mL™"), le siguie-
ron M. luteus (CIM = 32 ug mL™"), S. aureus (CIM = 75 ug
mL") y E. coli (CIM = 80 ug mL™") (Cuadro 2). Kuete (2010)
clasifica la potencia de las CIM de los extractos de plantas
en significativo (< 100 yg mL™"), moderado (100 < CIM <
625 ug mL") y débil (> 625 pg mL™"); por lo tanto, al con-
siderar esta clasificacion, los extractos metandlicos tan-
to de tallo como de hoja son significativos para todos los
microorganismos estudiados. Los extractos acetonicos
tuvieron potencia inhibitoria moderada para todas las bac-
terias, los extractos acuosos tienen potencia moderada
para M. luteus, S. enterica'y S. aureus, mientras que para
E. coli fue débil.

Actividad antifingica

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo
que los extractos que presentaron mejor porcentaje de in-
hibicién contra las diferentes especies de Fusarium fueron
los metandlicos y acuosos, le siguieron los acetdnicos y en
menor medida los hexanicos. De forma general, la concen-
tracion mas alta estudiada (120 ug mL™") presentd mayor
inhibicion en la mayoria de las especies de Fusarium ana-
lizadas. La parte de la planta que mejor efecto inhibitorio
presentd fue la de tallo, y el Fusarium mas afectado frente
a los extractos de V. mollis fue F. verticillioides aislado de
maiz.
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El efecto inhibitorio en F. verticillioides de extractos de
hoja y tallo de V. mollis se puede observar en las Figuras 2
y 3, con aproximadamente 62 y 91 % de inhibicion con el
extracto metandlico, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas (P = 0.05) entre las concentracio-
nes de 90 y 120 ug mL™" en los extractos metandlicos de
hoja (Figura 2). En los de tallo, las concentraciones 60 y
90 yg mL™" no presentaron diferencias significativas (P =
0.05) (Figura 3). Se observa el mismo comportamiento en
los extractos acuosos que inhiben tan solo 7y 12 % menos
en hojas y tallos, respectivamente, en comparacion con los
metandlicos.

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici presenté 39y 51 %
de inhibicién de hoja (Figura 2) y tallo (Figura 3), respecti-
vamente; en los extractos metandlicos no se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones inter-
medias de las hojas, mientras que en las de tallo fueron
las dos concentraciones mayores las que no tienen dife-
rencias significativas (P = 0.05). En comparacion con los
extractos metandlicos, los extractos acuosos presentaron
19y 23 % menos inhibicién en hoja y tallo, respectivamente.
En este ultimo solvente, no hubo diferencias significativas
entre las concentraciones de 60, 90 y 120 ug mL™ en los
extractos de hoja (P > 0.05); sin embargo, todas las con-
centraciones analizadas de tallo fueron significativamente
diferentes entre ellas (P < 0.05), mostrando la mejor activi-
dad inhibitoria la de mayor concentracion.

Por otra parte, F. tapsinum fue otro de los hongos que
se inhibid en menor proporcion por los extractos de V. mo-
llis, junto con F. oxysporum f.sp. lycopersici. Los extractos
metandlicos de hoja presentaron aproximadamente 38 %
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Cuadro 2. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de extractos acuosos, metandlicos, aceténicos y hexanicos de Vitex
mollis contra Escherichia coli, Micrococcus luteus, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus.

Bacteria Solvente Parte de la planta CIM (ug mL™)

Agua Hoja 820

Agua Tallo 770

Metanol Hoja 95

Escherichia coli Metanol Tal!o 80

Acetona Hoja 130

Acetona Tallo 100

Hexano Hoja ND

Hexano Tallo ND

Agua Hoja 410

Agua Tallo 315

Metanol Hoja 75

, Metanol Tallo 32
Micrococcus luteus _

Acetona Hoja 160

Acetona Tallo 110

Hexano Hoja ND

Hexano Tallo ND

Agua Hoja 220

Agua Tallo 180

Metanol Hoja 60

, Metanol Tallo 28
Salmonella enterica ,

Acetona Hoja 145

Acetona Tallo 115

Hexano Hoja ND

Hexano Tallo ND

Agua Hoja 610

Agua Tallo 555

Metanol Hoja 95

Staphylococcus aureus Metanol Tallo 75

Acetona Hoja 165

Acetona Tallo 110

Hexano Hoja ND

Hexano Tallo ND

ND: no detectado.

358



VALENCIA-BOTIN et al.

100
80
60
40
20+

0

% de inhibicién

100 -
80
60 -
40
20

% de inhibicion

Fusarium tapsinum

-@—Acuoso —O- Acetonico
—- Metandlico —{1- Hexanico
~ r—-i]
LF T I
30 60 90 120

Fusarium verticillioides

0

T T T ]
30 60 90 120
Concentracion (ug mL™")

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (4) 2018

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
100

80 -
60 -
40
20
0 T T T

Fusarium oxysporum

100

L {} L} 0
0 30 60 90 120
Concentracion (ug mL™")

Figura 2. Porcentajes de inhibicion de los extractos de hoja de Vitex mollis sobre las diferentes especies de Fusarium.

Valores promedio de tres repeticiones * desviacion estandar.
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Figura 3. Porcentajes de inhibicion de los extractos de tallo de Vitex mollis sobre las diferentes especies de Fusarium.

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.
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de inhibicion (Figura 2) y los de tallo 55 % (Figura 3), no
hubo diferencias significativas (P = 0.05) con respecto a
F. oxysporum f.sp. lycopersici. El mismo comportamiento
fue observado en los extractos acuosos en ambos hongos.

Finalmente, F. oxysporum fue el segundo hongo mas
inhibido por los extractos de V. mollis, presentando 63 y
80 % de inhibicidon con los extractos metandlicos de hoja
(Figura 2) vy tallo, respectivamente (Figura 3). En este mis-
mo solvente todas las concentraciones estudiadas mos-
traron diferencias significativas (P < 0.05) en los extractos
de ambas partes de la planta, la concentracion mas alta
fue la que produjo mejor porcentaje de inhibicion. Los ex-
tractos acuosos de hoja presentaron 17 % menos inhibi-
cién en comparacion con los metandlicos, mientras que se
observé 15 % menos en tallos.

El orden de los hongos inhibidos por la concentracién
mas alta de los extractos, tanto metandlicos como acuo-
sos de tallo de V. mollis fue: F. verticillioides > F. oxysporum
> F. tapsinum > F. oxysporum f.sp. lycopersici; sin embargo,
solo se logré determinar la concentracion fungica media
(CF,,) de F. verticillioides (Cuadro 3) en hoja y tallo de los
extractos acuosos y metandlicos, asi como los de tallo en
estos mismos solventes en F. oxysporum. De acuerdo con
los resultados, el extracto que obtuvo la mejor actividad
antifungica fue el metandlico de tallos (29.8 pg mL™).

DISCUSION

Segun algunas investigaciones, el efecto antimicrobiano
de los extractos de plantas se debe a ciertos compuestos,
entre ellos los fendlicos (Medina et al., 2017). La actividad
antimicrobiana de los compuestos fendlicos ha sido am-
pliamente investigada en una gran variedad de microorga-
nismos (Delgado-Vargas et al.,, 2010). Los fenoles del tipo
flavonoide como flavonoles y flavan-3-ol, y taninos, son
los polifenoles a los que se les ha atribuido mayor activi-
dad antimicrobiana debido a que son capaces de presentar

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (4) 2018

diversos mecanismos como suprimir factores de virulen-
cia microbiana como la inhibicidn de formacion de biopeli-
culas, reduccion de la adhesién de los ligandos receptores,
atacan las paredes y membranas celulares, inactivan en-
zimas esenciales, intervienen en el sistema de sintesis de
proteinas y del material genético y neutralizan toxinas, en-
tre otros (Aron y Kennedy, 2008; Daglia, 2012).

La deduccion anterior concuerda con los resultados
de Rodriguez-Maturino et al. (2015) quienes atribuyen
a los compuestos fendlicos la actividad antifingica en
Alternaria alternata y Fusarium oxysporun mediante ex-
tractos fendlicos del chiltepin (Capsicum annuum var.
glabriusculum). Lo anterior coincide en que los extractos
metandlicos de V. mollis en el presente estudio tuvieron la
mayor concentracion de flavonoides y fueron los que die-
ron la mejor respuesta inhibitoria contra las bacterias y
hongos estudiados, también coincide que en los extractos
hexanicos la cantidad de flavonoides fue minima teniendo
muy baja inhibicion contra los microorganismos; sin em-
bargo, a pesar de este comportamiento, al ser extractos
crudos los utilizados en este estudio, no se puede afirmar
que estos compuestos sean los responsables de dicha ac-
tividad hasta realizar estudios mas especificos con mues-
tras mas puras.

Son escasos los estudios antibacterianos realizados
con V. mollis; sin embargo, Delgado-Vargas et al. (2010)
utilizaron extractos del fruto con diferentes solventes
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, entre
ellas E. coliy S. aureus. La CIM mas efectiva obtenida en el
estudio anterior fue de 4 pyg mL". Recientemente Medina
etal. (2017) evaluaron extractos metandlicos de hojas de V.
mollis contra S. aureus, la concentracion mas efectiva fue
de 62.5 yg mL". En ambos estudios las CIMs obtenidas
fueron mayores a las del presente estudio (28 pg mL™") en
los mismos microorganismos, lo que indica una gran dife-
rencia en potencia de inhibicion, dependiendo de la parte
de la planta administrada. Otros estudios sefalan que el

Cuadro 3. Concentracion fungicida media (CF,) de los extractos de Vitex mollis sobre hongos filamentosos del género

Fusarium.
, , Acuoso Metanolico Acetonico Hexanico
Microorganismo 5 , : .
Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo

F. verticillioides 110.01 51.3 40.5 29.8 ND ND ND ND
F. oxysporum f. sp. ND ND ND 117.8 ND ND ND ND
lycopersici

F. tapsinum ND ND ND 109.0 ND ND ND ND
F. oxysporum ND 85.1 ND 529 ND ND ND ND

Datos expresados en g mL™". ND: no determinado debido a que no alcanzé el 50 % de inhibicién en la concentracién mas alta utilizada (120 g

mL™").
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extracto de V. mollis a partir de hojas a una dosis de 16
Hg ML no es activo contra las bacterias enteropatdgenas
(Osuna et al., 2005).

Comparando con otras plantas del género Vitex, Kumar
et al. (2006) encontraron que los extractos metandlicos a
razén de 0.2 g mL™' de hojas de V. negundo L. presentaron
un efecto antibacteriano sobre Bacillus subtilis, M. luteus,
S. aureus y E. coli. Similares microorganismos se estudia-
ron por Choudhary et al. (2071) con la misma especie de
la planta, inhibiendo a una concentracién de 10 mg mL™",
concentraciones mas altas que las del presente estudio.

Con los estudios anteriores se puede deducir que existen
diferencias en las cantidades de extracto para la inhibicion
de bacterias debido al origen de la planta, el érgano de la
planta evaluada o la diferencia en la especie; por ejemplo,
V. mollis estudiada por Delgado-Vargas et al. (2010) fue
recolectada en el Valle de Culiacan, Sinaloa, México, mien-
tras que en el presente estudio la planta se recolecto en la
regién Ciénega del estado de Jalisco. Los diferentes tipos
de clima, suelo, altitud, entre otros, podrian ser factores
que propicien estas diferencias. Por otra parte, los estu-
dios mencionados anteriormente utilizaron distintas par-
tes de la planta, algunos fueron realizados con los frutos,
otros con las hojas y con los tallos.

Es bien sabido que las distintas partes de la planta po-
seen compuestos diferentes, lo que puede influir en las
variaciones de los estudios de bioactividad (Montes-de-
Oca-Marquez et al,, 2017); lo mismo ocurriria si se trata
de diferentes especies, como en el caso de Vitex negundo
L, sin embargo, V. mollis de la region Ciénega de Jalisco,
requiere cantidades muy pequefias de extracto para inhi-
bir a E. coli, S. enterica, S. aureus y M. luteus; por lo tanto,
puede considerarse una buena fuente de metabolitos para
este fin.

En el presente trabajo también se planted demostrar que
V. mollis podria presentar actividad antifingica analizando
extractos de tallo y hoja obtenidos con solventes de distin-
ta polaridad, dos polares (acuoso y metandlico), uno me-
dianamente polar (acetonico) y uno no polar (hexanico). Al
analizar los resultados de este estudio y conjuntarlos con
los resultados de Rodriguez et al. (2000) se infiere que el
efecto del extracto de V. mollis frente a las cuatro espe-
cies de Fusarium fue mas eficaz cuando se utilizaron los
tallos y se aplicaron los solventes acuosos o metandlicos;
por lo tanto, la polaridad de los extractos fue de gran re-
levancia para el estudio. Bajo este contexto, De Oliveira
et al. (2012) demostraron también que la polaridad de
extractos de Vitex cymosa juega un papel importante en
la inhibicion del insecto Sitophilus zeamais (Motschulsky,
Curculionidae:Coleoptera) conocido como el gorgojo del
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maiz. Cuando se utilizaron extractos metandlicos de ra-
mas de esta planta, causaron la mayor mortalidad de
gorgojos; sin embargo, extractos con diclorometano per-
mitieron su supervivencia. Esto sugiere que los compues-
tos responsables tanto de la actividad insecticida como
de la actividad antimicrobiana de plantas del género Vitex
tienden a ser polares.

Por otra parte, el mayor efecto inhibitorio de los extrac-
tos de V. mollis en el desarrollo del micelio se reportd so-
bre F. verticillioides, un hongo que afecta al maiz al causar
pudricion de la mazorca y puede producir micotoxinas en
el grano (De la Torre-Hernandez et al.,, 2014). Estas mi-
cotoxinas son estables durante el procesamiento de los
alimentos, no se degradan durante la fermentacion del
maiz y son resistentes al proceso de enlatado y horneado
(Castelo et al., 1998; Marasas et al., 2000; Scott y Lawrence,
1995). En consecuencia, se han estudiado extractos meta-
nolicos de diferentes plantas inhibiéndolos en un intervalo
de 28 a 90 % (Ruiz-Bustos et al., 2009; Sudrez-Jiménez et
al., 2007); sin embargo, las concentraciones utilizadas en
estas investigaciones son entre 5y 30 veces mas altas que
las utilizadas en el presente estudio; por lo tanto, V. mollis
es un buen inhibidor del hongo Fusarium y representa una
alternativa a considerar en el manejo integrado de enfer-
medades causadas por el fitopatdgeno Fusarium.

CONCLUSIONES

Existen diferencias en la composicion quimica y su efec-
to como antimicrobiano de las diferentes partes de Vitex
mollis (hojas y tallos). Los extractos metandlicos de los
tallos de V. mollis fueron los inhibidores mas efectivos
de bacterias y del hongo Fusarium, por lo tanto, los tallos
pueden ser una buena fuente de compuestos antimicro-
bianos. Dentro del campo del manejo sustentable integral
de fitopatdégenos de manera organica, puede representar
un recurso natural de bajo costo, que evita la pudricion
de las plantas causado por Fusarium y ademas se puede
plantear la aplicacion de los extractos para evitar el dafio
ecoldgico al suelo, obteniendo con ello productos organi-
cos menos dafinos también para el humano.
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