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RESUMEN 
 
 

TÍTULO: EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA CONTRA Moniliophthora 
roreri (Cif. y Par.) Evans et al., DE EXTRACTOS OBTENIDOS DE Justicia secunda Vahl

*
 

 
 
AUTOR: ANYELA VIVIANA CHACÓN ALMEYDA

**
 

 
 
PALABRAS CLAVES: MONILIOPHTHORA RORERI, JUSTICIA SECUNDA, CONCENTRACIÓN 
MÍNIMA INHIBITORIA, SOXHLET, BIOFUNGICIDAS, FUNGIESTATICOS. 
 
 
DESCRIPCIÓN 
 
 
El cacao (Theobroma cacao) en Colombia es de gran importancia económica y social, en el 
sistema agroforestal campesino de muchas regiones del país; sin embargo, existen varias 
enfermedades como la moniliasis, que afectan la calidad y producción de los granos de cacao, 
generando grandes pérdidas. La moniliasis es ocasionada por el hongo fitopatógeno 
Moniliophthora roreri, este ataca los frutos en sus diferentes estados de desarrollo.  
 
Por lo anterior en el presente estudio, se evaluó la actividad antifúngica de extractos obtenidos de 
Justicia secunda con dos métodos de extracción y cuatro solventes diferentes, sobre aislados de 
M. roreri. La actividad antifúngica de los extractos obtenidos por los métodos maceración y Soxhlet 
a diferentes concentraciones con solventes metanol, diclorometano, hexano y agua, fue evaluada 
contra el aislamiento que presento las mejores condiciones de germinación y crecimiento, para 
determinar la concentración mínima inhibitoria y evaluar la eficiencia del método de extracción y de 
los solventes utilizados.  
 
Los extractos obtenidos con solventes orgánicos y los diferentes métodos de extracción, 
presentaron una concentración mínima inhibitoria (CMI) ≥ de 200 μg/ml; los extractos obtenidos 
con el solvente metanol y con el método soxhlet, presentaron la mejor actividad antifúngica, en 
comparación con los demás extractos. En el análisis de varianza se demostró que las variables 
solvente, método de extracción y la concentración (µg/mL) en la que se aplica el extracto, y la 
interacción de estos factores, poseen efectos estadísticamente significativos sobre las variables de 
crecimiento. La actividad antifúngica encontrada en los extractos de J. secunda sobre el 
crecimiento y germinación de M. roreri, los convierte en buenos candidatos para ser usados como 
posibles biofungicidas o fungiestaticos, que vayan de la mano con los métodos de control utilizados 
en la actualidad; pero es necesario estudios futuros, orientados a determinar los componentes 
principales de los extractos evaluados. 

 
 
 
 
  

                                                           
*
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**
 Facultad De Ciencias Basicas. Escuela De Biología. Director: Qco. - Ph.D. Herminsul de Jesús Cano Calle. 

Tutora: Qca. Johanna Marcela Florez. 
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ABSTRACT 
 
 

TITLE: EVALUACIÓN IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA CONTRA Moniliophthora 
roreri (Cif. y Par.) Evans et al., DE EXTRACTOS OBTENIDOS DE Justicia secunda Vahl

*
 

 
 
AUTHOR: ANYELA VIVIANA CHACÓN ALMEYDA

**
 

 
 
KEYWORDS: Moniliophthora roreri, Justicia secunda, minimum inhibitory concentration, soxhlet, 
biofungicides, fungistatic. 
 
 
DESCRIPTION 
 
Cocoa (Theobroma cacao) in Colombia is of great economic and social importance, for the peasant 
agroforestry system in many regions of the country, but, there are several diseases such as thrush, 
which affect the quality and production of cocoa beans, generating large losses. The thrush is 
caused by the phytopathogenic fungus Moniliophthora roreri, it attacks the fruits in different stages 
of the development.  
 
Therefore in the present study, the antifungal activity of extracts from Justicia secunda was 
evaluated with two different extraction methods and four solvents on an isolated M. roreri. antifungal 
activity of extracts obtained by maceration and Soxhlet methods at different concentrations with 
methanol solvent, dichloromethane, hexane and water, was evaluated against the isolation that 
present the best conditions for germination and growth, to determine the minimum inhibitory 
concentration and evaluate the efficiency of the extraction method and solvent used  
 
The extracts obtained with organic solvents and different extraction methods, showed a minimum 
inhibitory concentration (MIC) ≥ 200 mg / ml, the extracts obtained with the solvent methanol and 
the soxhlet method showed the best antifungal activity compared to the other extracts. The analysis 
of variance showed that the solvent variables, method of extraction and concentration (mg / mL) in 
the extract is applied, and the interaction of these factors have statistically significant effects on the 
growth variables. The antifungal activity found in extracts of J. secunda on the growth and 
germination of M. roreri, makes them good candidates for use as potential biofungicides or 
fungistatic, which go hand in hand with the control methods used today, but it is necessary future 
studies aimed at determining the main components of the extracts evaluated. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           
*
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**
 Faculty of Basic Sciences Basicas. School of Biology. Directed: Qco. - Ph.D. Herminsul de Jesús Cano 

Calle. Tutor: Qca. Johanna Marcela Florez. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El cultivo del Cacao (Theobroma cacao L.) es de origen tropical, del cual se 

obtienen las semillas productoras de chocolate, siendo el tercer producto agrícola 

más importante en los países tropicales, después del té y el café; el 68% de la 

producción mundial anual de cacao proviene del continente Africano, el 12 % de 

Indonesia, seguido por Latinoamérica (8%) y otros países tropicales (10%) [1,2]. 

 

El cacao en Colombia es de gran importancia económica y social, constituyéndose 

en una especie primordial del sistema agroforestal campesino de muchas regiones 

del país [2]. Santander es el primer productor de cacao a nivel nacional y es el 

responsable de alrededor del 50% de la producción del país con un total de 

45.000Ha sembradas, lo que convierte al cacao en el segundo renglón productivo 

agrícola en Santander después de la palma aceitera [3]. 

 

Sin embargo, existen varias enfermedades que afectan la calidad y producción de 

los granos de cacao que generan pérdidas hasta del 100% de las cosechas [4]; de 

las enfermedades más importantes que afectan al cacao se encuentran la “escoba 

de bruja” ocasionada por el hongo fitopatógeno Moniliophthora perniciosa 

(Crinipellis perniciosa), la pudrición negra causada por varias especies de 

Phytophthora y la pudrición acuosa o moniliasis producida por Moniliophthora 

roreri (Cif.) [4,5]. 

 

El principal problema fitosanitario que presenta el cultivo del cacao en Colombia es 

la moniliasis, la cual ataca el fruto en cualquier estado de desarrollo [3, 10,11]. En 

el 2010 Colombia perdió más del 40% de su cosecha anual, equivalente en 

términos de grano comercial a 28.000 t de una producción total de 42.294 t [12], 

razón por la cual, la industria nacional ha tenido que recurrir a la importación de 
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cacao desde países vecinos, como Ecuador [2, 12]; las perdidas dependen de la 

severidad del ataque del patógeno, las condiciones medio ambientales y las 

condiciones de manejo del cultivo [2]. 

 

En la actualidad los métodos de control de moniliasis más utilizados son el control 

químico, cultural y genético. No obstante, cada uno de estos métodos posee sus 

limitaciones [12,13] lo que obliga a una búsqueda de estrategias más eficientes y 

efectivas que ayuden a controlar este fitopatógeno. 

 

Diversas investigaciones indican el potencial de los extractos de plantas en el 

manejo de problemas fitosanitarios ocasionados por hongos [14, 15, 16]. 

Actualmente se tiene conocimiento de la importancia de las plantas, sus virtudes 

toxicológicas, farmacológicas y alucinógenas [17]; además de sus mecanismos de 

defensa que son complejos, variados y dinámicos. Las plantas resisten al ataque 

de patógenos mediante diferentes estrategias de defensa, que pueden ser 

constitutivas (histológicas o químicas) o defensas inducidas por factores externos 

[18]. Las defensas inducidas son un sistema que parte desde una señal química 

que desencadena la producción de enzimas del metabolismo secundario, cuyo 

resultado final sería la síntesis de compuestos antimicrobianos [19, 20]. 

 

Los plaguicidas naturales constituyen una alternativa para el manejo de problemas 

fitosanitarios y son ventajosos ya que son biodegradables y no afectan la salud ni 

el medio ambiente [17]. En nuestro país Justicia secunda Vahl, comúnmente 

conocida como singamochila [21], es usada en la medicina tradicional como 

diurético, hipoglucemiante y en afecciones pulmonares [22]; en previos estudios 

realizados, el extracto metanólico obtenido de la especie J. secunda ha 

presentado actividad frente a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli y Candida albicans [23].  
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Por lo antes expuesto en el presente estudio, se evaluó la actividad antifúngica de 

extractos obtenidos de J. secunda con dos métodos diferentes de extracción y 

cuatro solventes diferentes sobre aislados de M. roreri, para ser usados a futuro 

como posibles biofungicidas en el control de la moniliasis del cacao. 
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE 

 

 

1.1 GENERALIDADES DE Theobroma cacao 

El cacao (Theobroma cacao L.), es un árbol nativo del trópico americano, hace 

más de 2000 años fue domesticado por poblaciones mesoamericanas, siendo 

alimento y fuente de riqueza para los indígenas mayas y aztecas [24].Después de 

la colonización cuando Hernán Cortés reporto la bebida amarga usada por los 

aztecas enviando semillas y recetas a Europa [30], para poder satisfacer la alta 

demanda europea se hizo necesario dispersar el cultivo del cacao por Suramérica 

[25]. 

 

1.1.1. Taxonomía Y Descripción.  

La especie vegetal Theobroma cacao L fue descrita por el botánico Carlos Linneo 

y publicado en Species Plantarum en 1753 [6]. El cacao es un árbol leñoso  

originario de sotobosque, crece en una franja geográfica tropical con un rango de 

temperatura entre los 20°Cy los 30°C [7], con una humedad relativa entre 70% y 

80% [9], ubicada desde los 18° norte hasta los 20° sur de la línea ecuatorial [28, 

29].El cacao pertenece al género Theobroma, clasificado en la subfamilia 

Sterculioidea de la familia Malvaceae; Theobroma cacao  es una de las 22 

especies del genero Theobroma de las cuales T. cacao es el cultivo de mayor 

importancia comercial a nivel mundial [31]. 

 

El árbol de T. cacao es de talla pequeña, presenta un marcado dimorfismo de 

ramas con brotes ortotropicos, alcanza de 1 a 2 m de altura, en la parte superior 

emite de 3 a 6 ramas laterales, posee copa baja densa y extendida con hojas 

grandes, alternas elípticas u oblongas, de margen liso [35]. 
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Es una especie cauliflora, es decir las flores aparecen insertadas en el tronco o 

ramificaciones, las cuales se presentan en racimos sostenidas por un pedicelo de 

1 a 3 cm; la flor es en forma de estrella con ovario súpero con 5 lóculos. El cáliz 

tiene 5 pequeños sépalos carnosos de color rosado o blanco de 7 a 11 mm de 

largo, pubescentes, que en la flor abierta se expanden formando ángulo recto con 

el peciolo. La corola consiste de 5 pétalos blancos de 6 a 8 mm de largo que 

alternan con los sépalos formando una envoltura característica. La base de cada 

pétalo es cóncava, de color rosado y alberga una antera; la parte superior consiste 

de una conexión angosta en la base y termina en una expansión rectangular 

amarilla que se dobla hacia afuera y hacia atrás [32, 33, 34]. 

 

El fruto es una baya grande comúnmente denominada "mazorca", carnosa, 

oblonga a ovada, amarilla o purpúrea, de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10 cm de 

grueso, puntiaguda, cada mazorca contiene en general entre 30 y 40 semillas 

dispuestas en placentación axial [32]. 

 

1.1.2 Producción Nacional De Cacao 

Para el año 2007 el consumo nacional de cacao en grano en Colombia fue de 

44.872 toneladas [35]. Este consumo es realizado por la industria nacional de 

derivados del cacao, en donde la Compañía Nacional de Chocolates y Casa Luker 

compraron en conjunto, aproximadamente el 82% del grano de cacao en el 

mercado nacional; el restante 18% se destinó al consumo de pequeñas empresas 

procesadoras; supliendo el 74,6 % de los requerimientos de la industria en el país 

(33.481 toneladas) siendo el resto suplido mediante importaciones, como fue 

antes descrito [35]. 

 

La producción nacional de cacao es permanente a lo largo del año, con dos picos 

productivos: noviembre-diciembre-enero y abril-mayo- junio [36]. El cacao se 

cultiva en casi todo el territorio nacional, pero se concentra básicamente en cuatro 
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zonas: montañas Santandereanas (Santander y Norte de Santander), Valles 

interandinos secos (Huila, Tolima y norte del Magdalena), Bosque húmedo tropical 

(Tumaco, Catatumbo, Arauca y Meta) y Zona Cafetera Marginal (Caldas y 

Antioquia) [35,36]. En Colombia la producción de Cacao es variable en los 

diferentes departamentos, siendo Santander el de mayor producción a nivel 

Nacional.  El principal problema del cultivo ha sido que en Colombia más de la 

mitad del cacao sembrado en los últimos treinta años no es híbrido. Son 

variedades comunes que presentan baja densidad y son propensos a los 

problemas fitosanitarios.  

 

1.2 GENERALIDADES DE Moniliophthora roreri. 

Actualmente las enfermedades que ocasionan más daño en el cultivo del cacao, 

son las causadas por hongos basidiomicetes del genero Moniliophthora, siendo 

estas la moniliasis (Moniliophthora roreri) y la escoba de bruja (Moniliophthora 

perniciosa) [2]. La moniliasis afecta las plantaciones de cacao de centro y sur 

América, representa una gran amenaza para los productores de cacao, debido a la 

agresividad del patógeno, su capacidad de adaptación y su rápida dispersión; el 

daño causado por esta enfermedad varía desde 25% hasta la pérdida total de la 

producción [2,10,36]. 

La patogenicidad de la enfermedad ha sido atribuida a la capacidad de 

penetración y multiplicación del hongo en el parénquima cortical de la planta, lo 

que causa necrosis de los tejidos; el inóculo de frutos infectados es muy 

abundante y puede conservar su alta capacidad infectiva hasta por nueve meses 

[10]. 

El inicio de la moniliasis en nuestro país se dio en el departamento de Norte de 

Santander, siendo posiblemente Colombia el sitio de origen de la enfermedad en 

Mesoamérica según reportes en 1832, 1850, y 1956 [9], además esta hipótesis es 

corroborada por estudios moleculares, mediante polimorfismo de la longitud de 
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fragmentos amplificados (AFLP), perfiles de ISSR y secuencias ITS, los que 

indican gran diversidad de M. roreri en nuestro país; asimismo Phillips-Mora et al., 

2007, encontraron cinco grupos genéticos de M. roreri de los cuales en Colombia 

se encuentran los grupos Co-East y Co-Central, localizados en la región del 

Magdalena Medio como los de mayor variabilidad genética [9, 10]. 

1.2.1 Etiología 

Originalmente el patógeno fue denominado Monilia roreri por Ciferri y Parodi 

(1933) y clasificado dentro del filum  Ascomicota, describiéndolo como un hongo 

anamórfico, debido a la aparente ausencia de un estado meiótico o de estructuras 

sexuales [38]. Sin embargo, Evans et al,.1979 [39], mediante estudios de 

microscopia, encontraron la presencia de septo doliporo, característico de hongos 

homobasidiomicetos y la secuenciación de varios genes de Moniliophthora roreri y 

Moniliophthora perniciosa, lo que motivó a la creación del nuevo género 

Moniliophthora, dentro del orden Agaricales [38,40,41]. 

1.2.2 Taxonomía 

Moniliophthora roreri es un organismo del dominio Eukaryota, reino Fungi, filum 

Basidiomycota, clase Basidiomycetes, subclase Agaricomycetidae, orden 

Agaricales, familia Tricholomataceae, género Moniliophthora y especie M. roreri 

[2,41]. 

1.2.3 Distribución Geográfica 

La moniliasis del cacao ha sido reportada 11países de Centro y Suramérica (figura 

1); el primer reporte del brote fue en 1909 en el suroccidente de Ecuador [44], sin 

embargo en 1817 en Colombia se reportó un brote de la enfermedad en el oriente 

del país [45, 46]; posteriormente se reportó en Venezuela en el estado Zulia 

(1941),  Perú en el Departamento de Cuzco (1950), Panamá (1956), Costa Rica 

(1978), Nicaragua (1980), Honduras (1997), Guatemala (2002) y Belice (2004) [10, 

47, 48, 49, 50, 51]. En México en el 2005 indican la presencia de la enfermedad 
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mostrando como el hongo alcanzo el límite norte de las zonas productoras en 

América [52]. 

 

Figura 1. Mapa de dispersión de Moniliophthora roreri  

 

Fuente: Jaimes y Aránzazu, 2010. 

 

1.2.4 Morfologia De Moniliophthora roreri 

Posee hifas hialinas y septadas, las septas con doliporo, de 1.5 a 5 μm de ancho; 

las esporas, se producen en cadenas con maduración basipétala y se desprenden 

fácilmente del micelio; su pared es gruesa, cuando forman masa de esporas, su 

forma varía de globosa a elipsoidal, y miden de 7 a 14 μm [5,44, 43]. 

1.2.5 Fase Reprodutiva Sexual Y Asexual De Moniliophthora roreri. 

Evans en 1981, especuló que M. roreri presentaba un estado reproductivo 

teleomorfo y podría ser una especie del género Crinepellis, dado que el inusual 

ciclo vital pleomórfico-hemibiotrófico observado en M. roreri también se presenta 

en Crinipelis perniciosa [5]. 
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Posteriormente Evans et al., 2002, proponen que durante la esporogénesis y 

germinación ocurre la meiosis, la cual da lugar a la formación de hifas infectivas 

monocarióticas; la fase parasítica haploide se presenta sólo en el tejido vivo 

(biotrófico), en la cual el hongo crece y se alimenta intercelularmente; 

seguidamente pasa a la fase diploide necrotrófica en la que hifas diferenciadas 

producen esporas asexuales, esta fase induce los síntomas característicos de la 

moniliasis [5, 40]. 

Las esporas son multifuncionales, sirven no sólo para el intercambio genético, sino 

también para la dispersión, infección y la supervivencia [94], tienen dos formas de 

germinación a través del poro germinativo o directamente a través de su pared 

celular [95]. 

1.2.6 Caracteristicas De Moniliophthora roreri In Vitro 

M. roreri, crece sobre agar PDA temperatura entre los 25 a 33 °C, las colonias 

alcanzan un diámetro de 9 cm después de dos semanas, y muestran un borde 

levemente levantado. El crecimiento en forma de tapete de aspecto lanoso a 

fieltro, de color salmón pálido a rosa beige, finalmente se vuelve de color beige 

canela a arcilla, o café lanoso; ocasionalmente, el tapete es de inicio suave, de 

color blanco a crema o con matices ocráceos, no produce olor [5, 9, 53]. En la 

zona avanzada, la hifa es hialina, de pared delgada, septada y algunas veces es 

levemente irregular con hinchamientos. La hifa aérea es de dos tipos: a) como en 

la zona avanzada, pero con paredes levemente engrosadas, y b) hialina densa de 

color parduzco pálido, no septado, el esqueleto raramente ramificado [53]. Las 

esporas heteromorficascon una forma predominantemente esferoide, elipsoide y 

ovoide elíptica y un tamaño entre 5-10 µm [5, 9]. 

1.2.7 Sintomas De La Enfermedad Y Ciclo De Vida 

En la naturaleza se encuentra la enfermedad sólo sobre frutos; la penetración e 

infección puede ocurrir en cualquier fase de desarrollo del fruto, la infección en los 

frutos es inversamente proporcional a su edad, es decir que a mayor edad del 

fruto menor probabilidad de infección [42].La aparición de síntomas depende de la 
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edad del fruto infectado, en frutos con más de cuatro meses de edad la infección 

queda generalmente limitada a la corteza [53]. 

 

El ciclo de vida de Moniliophthora inicia por la dispersión de esporas infectivas en 

la estación seca, estas se encuentran en el ambiente en una alta; pero la infección 

inicia en condiciones ideales para su desarrollo tales como 25°C y 30°C, humedad 

relativa por encima del 80%, precipitación entre 40-100mm por año; siendo 

nuestro país un territorio con condiciones favorables para la infección y desarrollo 

de la moniliasis, debido a la distribución de lluvias durante todo el año [42].  

 

Después de penetrar el fruto, el hongo se desarrolla intercelularmente en las 

células del parénquima cortical; los síntomas externos pueden estar 

completamente ausentes, hasta la formación de lesiones entre 45 y 90 días 

después de la penetración del hongo, momento en el que el mismo se encuentra 

en la fase biotrófica [39]. Entre los principales mecanismos de dispersión para la 

especie se cuentan el viento, los humanos, insectos y el agua [37, 43]. 

1.2.8 Control De La Enfermedad 

Los métodos de control están orientados a evitar la dispersión de la enfermedad y 

la implementación de buenas prácticas; las medidas de control utilizadas para 

controlar la moniliasis son el control químico, cultural y genético; la 

implementación del control cultural mediante el drenaje, poda y remoción de frutos 

enfermos [54]; el control químico como el uso de productos elaborados con cobre, 

no son adoptados por los pequeños agricultores por sus costos y los efectos 

secundarios para el ambiente y la salud; el control genético como la utilización de 

clones de cacaos (CCN51, FEC2 y CAU39) moderadamente resistentes a la 

moniliasis  es una alternativa útil, aunque a largo plazo [41]. 
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1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAS PLANTAS 

Los metabolitos secundarios son compuestos químicos que cumplen funciones no 

esenciales, algunas aún desconocidas; las plantas emplean los metabolitos 

secundarios para defenderse en su hábitat natural de las bacterias, virus, hongos, 

nematodos, insectos y herbívoros; además intervienen en otras interacciones 

ecológicas como atrayentes de insectos en el proceso de polinización y dispersión 

de semillas, como agentes en la competencia planta-planta o el trabajo simbiótico 

[63, 64]. 

El hecho de encontrar propiedades biológicas importantes de muchos metabolitos 

secundarios ha incentivado el desarrollo de este campo de investigación, para 

buscar nuevas drogas, antibióticos, insecticidas o herbicidas. Los metabolitos 

secundarios pueden ser divididos químicamente en 3 grupos: terpenos, 

compuestos fenólicos y compuestos nitrogenados o alcaloides (Figura 2). 

 

Figura 2. Esquema de la biosíntesis de Metabolitos secundarios  

 

Fuente: Taiz y Zeiger, 2002. 
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Terpenos. Son derivados del compuesto del isopreno, que se forman por la vía 

del ácido mevalónico, es un grupo grande de metabolitos con actividad biológica 

importante, están distribuidos ampliamente en las plantas y suelen ser insolubles 

en agua [65]. Los terpenos de las plantas incluyen hormonas (gibelirinas), 

pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol, 

colesterol) y derivados de los esteroles (glicósidos cardiacos). Poseen importancia 

medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales, 

antimicrobianas, entre otras [66]. 

 

Figura 3. Estructura química del isopreno (unidad fundamental de los terpenos)  

 

Fuente: Avalos y Pérez, 2009 [66]. 

 

Compuestos fenólicos. Conocidos como fenilpropanoides o polifenoles, son más 

de 8.000 compuestos fenólicos, están formados por la vía del ácido shikímico o 

por la vía del malonato /acetato, entre los compuestos fenólicos se encuentran 

cumarinas, flavonoides, lignanos y taninos [66], los cuales actúan como agentes 

antimicrobianos y como inhibidores de germinación de esporas de 

microorganismos [131]. 
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Figura 4. Estructura química del fenol.  

 

Fuente: Avalos y Pérez, 2009 [66]. 

 

Compuestos nitrogenados o alcaloides. Existen alrededor de 12.000 alcaloides 

conocidos, biosintetizados y biológicamente muy activos, principalmente a partir 

de aminoácidos. Son fisiológicamente activos en los animales, aún en bajas 

concentraciones, por lo que se usan ampliamente en medicina, pudiendo dar lugar 

a problemas de toxicidad aun en cantidades muy bajas [66]. 

 

Figura 5. Estructura química de la cafeína.  

 

Fuente: Avalos y Peréz, 2009 [66]. 

 

1.4 GENERALIDADES DE Justicia secunda 

Justicia secunda Vahl (familia Acantácea), conocida como singamochila, sangrito 

o sangre de cristo [21], es usada en la medicina tradicional como diurético, 

hipoglucemiante, hipotensivo, en la desinfección de heridas de escorpión y en 

afecciones pulmonares, entre otros [22, 75]. En estudios anteriores en especies 
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del genero Justicia, se ha reportado actividad antimicrobiana frente a bacterias 

gram-negativas como Eschericia coli, gram-positivas como Staphylococcus 

aureus, y hongos como Candida albicans [65, 66, 67]. El extracto metanólico 

obtenido de la especie J. secunda ha presentado actividad frente a Bacillus 

cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans [23,61]. 

En otros estudios realizados de J. secunda, la proyección de la composición 

química de las hojas y tallos revelo la presencia de polifenoles tales como 

flavonoides, taninos, leuco-antocianinas, antocianinas, terpenoides como iridoides, 

diterpenoides y triterpenoides [23,61, 62, 63, 77]. Adicionalmente, se encontraron 

ácidos grasos como ácido docosanoico; esteroides como campesterol, 

estigmasterol, beta-sitosterol, sitosterol y sitosterol-D-glucósido [74, 76]; asimismo, 

cumarina como umbeliferona, glucósidos triterpenoides; lignanos y alcaloides de 

base indolica [75,77]. 

Cabe resaltar que el extracto metanólico parcial de J. secunda (extracto con 

residuos de solvente) es un buen blanco terapéutico para estudios farmacológicos 

posteriores, con los cuales se pueden aprovechar las propiedades terapéuticas 

que se le adjudican por su baja toxicidad frente Artemia franciscana y una casi 

nula actividad hemolítica in vitro[62]. 

1.4.1 Taxonomía Y Descripción 

 

Figura 6. Justicia secunda (parque tecnológico Guatiguará) 
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El género Justicia es de distribución pantropical, fue descrito por Carlos Linneo en 

Species Plantarun en 1753, J. secunda es una de las 600 especies del genero 

Justicia. Es un organismo del dominio Eukaryota, reino Plantae, filum 

Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Lamiales, familia Acanthaceae, género 

Justicia y especie J. secunda [2,41, 55]. 

 

J. secunda es una hierba o sub-arbusto perenne de 1- 1,5 m de altura, tallo 

articulado muy ramificado, nudos prominentes; hojas enteras, simples opuestas y 

sin estipulas. Posee flores de color morado-rojo, agrupadas en inflorescencias 

terminales erectas, tipos espiga de 8 cm de longitud, brácteas espatuladas, cáliz 

formado por cinco sépalos, libres casi hasta la base, lanceolados; corola formada 

por cinco pétalos. Fruto tipo capsula [21, 56, 57]. 

 

1.5 MÉTODOS DE OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS 

Para aprovechar las sustancias activas de la plantas, es común recurrir a sus 

extractos. El proceso de extracción consiste en incorporar las sustancias activas 

de una planta a un solvente, generalmente agua o alcohol, se puede realizar en 

frío o en caliente [67]. 

 

Los procesos de extracción más simples empleados se dividen de acuerdo al 

disolvente utilizado en: 

 

 Agua procesos de extracción por infusión, destilación por arrastre con vapor 

de agua y decocción.  

 Solventes orgánicos procesos de extracción por maceración, lixiviación o 

percolación, extracción Soxhlet, digestión y por fluido supercrítico. 
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1.5.1 Extracción Por Soxhlet 

Es un método en caliente, se compone de un balón donde se encuentra solventes 

con puntos de ebullición bajo, para evitar la degradación de la muestra, posee un 

tubo soxhlet donde es colocada la muestra, la cual va contenida en un cartucho de 

celulosa y un condensador, es un método conveniente para obtener los extractos 

crudos de las plantas [67]. 

 

Figura 7. Sistema de extracción soxhlet.  

 

Fuente: González et al, 2009. 

 

1.5.2 Extracción Por Maceración 

Se realiza a temperatura ambiente, consiste en remojar el material vegetal, 

debidamente macerado en un solvente (agua o etanol), hasta que atraviese y 
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disuelva las porciones solubles del material vegetal; es necesario realizarlo en un 

recipiente con tapa y dejar en reposo por un periodo de 2 a 14 días con agitación 

esporádica, posteriormente se filtra el líquido y se recupera el solvente en un rota-

evaporador para poder obtener el extracto crudo de la planta [68]. 

 

1.6. SELECCIÓN DE SOLVENTE 

Entre los solventes más utilizados para obtener metabolitos del material vegetal 

son el agua, hexano, metanol, etanol, tolueno, éter de petróleo y la acetona, ya 

que logran extraer la gran mayoría de las sustancias naturales de interés, siendo 

los indicados para los casos en que los constituyentes activos de las plantas no 

son bien conocidos [99], como es el caso de J. secunda. 

1.6.1 Hexano 

Es un disolvente orgánico apolar aprótico, incoloro, insoluble en agua, económico, 

relativamente fácil de recuperar después de la extracción y posee selectividad 

hacia los lípidos neutros y apolares. Es útil para extraer terpenos de baja 

polaridad, carotenoides de baja polaridad [67] y compuestos fenólicos como 

flavonoides de baja polaridad [72]. 

1.6.2 Diclorometano 

El diclorometano también conocido como cloruro de metileno, es un solvente 

orgánico de baja polaridad aprótico, incoloro y de leve aroma dulce. Se utiliza para 

extraer componentes volátiles como alcaloides, carotenoides, triterpenos, lípidos 

neutros y esteroides [78]. 

1.6.3 Metanol 

El metanol es un solvente orgánico prótico de alta polaridad a temperatura 

ambiente se presenta como un líquido ligero de baja densidad, es incoloro, 

inflamable y toxico; se utiliza para extraer compuestos fenólicos, alcaloides, 

flavonoides de alta polaridad como aglicona, glicosidos, entre otros [78]. 
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1.6.2 Agua 

El agua es una molécula polar, con un elevado índice de tensión superficial. Es un 

disolvente muy potente, al que se ha catalogado como el disolvente universal, es 

útil para extraer glicosidos, antocianinas y flavonoides. 

 

1.7 IDENTIFICACIÓN CUALITATIVA PRELIMINAR DE LOS EXTRACTOS 

Con el objeto de comprobar que la extracción resultó eficaz y que realmente se 

obtuvieron los metabolitos secundarios, responsables de un posible efecto 

fungicida, se procedió a realizar la identificación cualitativa preliminar de los 

metabolitos presentes en cada uno de los extractos, sometiéndolos a 2 pruebas, 

las cuales no requerían patrones químicos previos y se contaba con una base de 

datos para comparación. 

1.7.1 Espectrometria De Masas Con Ionización Por Electro Spray Esi-Ms 

Mediante Trampa Iónica. 

Es un método de análisis rápido y sensible que permite obtener la máxima 

cantidad de información estructural con la cantidad mínima de muestra 

(10-6-10-14 g). El espectro de masas es una gráfica que relaciona las masas de los 

iones específicos (más exactamente, valores de la relación masa/carga del ion, 

m/z) con sus respectivas concentraciones en la corriente iónica total (TIC) 

producida por la ionización y la fragmentación de las moléculas del analito en la 

cámara de ionización.  

 

El espectro de masas suministra información sobre la masa molecular, 

composición elemental de una sustancia (cuando se utiliza MS de alta resolución) 

y, en algunos casos, permite establecer la estructura espacial de la molécula. 

1.7.2 Espectrofotometría Ultravioleta Visible (UV-VIS)  

Es una espectroscopia de emisión de fotones y una espectrofotometría; utiliza 

radiación electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e 



33 
 

infrarroja cercana (NIR) del espectro electromagnético, involucra la absorción de 

radiación ultravioleta–visible por una molécula, causando la promoción de un 

electrón de un estado basal a un estado excitado, liberándose el exceso de 

energía en forma de calor. La longitud de onda (λ) comprende entre 190 y 800 nm. 

Al absorber radiación electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una 

transición desde uno de estos orbitales a un orbital vacío. Las diferencias entre 

energías varían entre los diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, 

provocan coloración en las moléculas ya que absorben energía en el visible así 

como en el UV, como es el caso del β-caroteno [132].  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad antifúngica de los extractos obtenidos de Justicia secunda 

sobre aislados de Moniliophthora roreri. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

  Obtener extractos de la planta de Justicia secunda por dos diferentes 

métodos de extracción. 

 Determinar la concentración mínima inhibitoria de los extractos obtenidos 

de Justicia secunda sobre aislados del hongo Moniliophthora roreri. 

 Comparar los efectos de los métodos de extracción y los solventes 

utilizados para obtener los extractos de J. secunda, sobre las 

características de crecimiento de los aislados de M. roreri. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

3.1 RECOLECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL Y OBTENCIÓN DE LOS 

EXTRACTOS 

 

La recolección y tratamiento del material vegetal de J. secunda se realizó en los 

alrededores de la sede del parque tecnológico de Guatiguará de la Universidad 

Industrial de Santander, donde previamente se sembraron esquejes de J. secunda 

entre los meses de febrero y marzo del 2012. Se tomaron 1300 gramos de 

material vegetal que constituían las partes aéreas (hojas y tallos), secados a 

temperatura ambiente en un lugar fresco y seco, durante 28 horas, hasta alcanzar 

una humedad relativa de 15 % [69]. La obtención de los extractos se realizó por 

los métodos de maceración y soxhlet. 

 

3.1.1 Maceración Del Material Vegetal  

El material vegetal recolectado se maceró con etanol al 99% y agua destilada y se 

dejó en reposo durante 5 días; la mezcla obtenida se filtró por gravedad y se 

dividió en cuatro volúmenes iguales, cada uno de los cuales fue sometido a 

extracción liquido-liquido utilizando como solventes hexano, diclorometano, 

metanol y agua destilada, en proporciones 1:6 y 1:10 muestra-solvente 

respectivamente, durante 72 horas a temperatura ambiente. La muestra obtenida 

se filtró por gravedad y el disolvente se eliminó al vacío en un rota-evaporador tipo 

HEIDOLPH hasta obtener un volumen aproximadamente de 2 mililitros y 

posteriormente se sometió a proceso de liofilización en un equipo marca 
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LABCONCO lyph-lock para obtener los extractos sólidos y concentrados, libre de 

solventes [61]. 

3.1.2 Soxhlet 

El material vegetal recolectado se sometió a extracción por soxhlet, utilizando 

como solventes hexano, diclorometano, metanol y agua destilada durante 12 

horas. El disolvente se eliminó al vacío en un rota-evaporador tipo HEIDOLPH, 

hasta obtener un volumen aproximadamente de 2 mililitros y posteriormente se 

sometió al proceso de liofilización, en un equipo marca LABCONCO lyph-lock, 

para obtener los extractos sólidos y concentrados, libre de solventes [69]. 

 

3.2 AISLAMIENTO DE Moniliophthora Roreri Y DETERMINACIÓN DE LA 

ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA 

Siguiendo el protocolo utilizado en Afanador et al. 2008 y Barros 1979 [53,70], con 

algunas modificaciones, se aislaron y purificaron diferentes aislados de M. roreri, 

de mazorcas enfermas donadas por la Federación nacional de cacaoteros 

FEDECACAO, provenientes del municipio San Vicente de Chucuri localizadas 

entre 720 y 1200 m.s.n.m.  

Los aislados obtenidos de M. roreri presentaron diferentes diámetros y 

coloraciones, por lo que se utilizó únicamente el aislado que presento mayor 

diámetro y producción de esporas, característica indispensable para la realización 

de los ensayos de la actividad antifúngica. Posteriormente se realizó la siembra 

directa del aislado de M. roreri en cajas de Petri con el medio de cultivo acidificado 

Agar Glucosado de Patata (PDA) especial para hongos fitopatógenos incubando, a 

28 °C en oscuridad [71]. 
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3. 3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA 

La actividad antifúngica se evaluó por tres métodos diferentes: el método utilizado 

por Lozada et al., 2012 [1], la técnica de cultivo en micro-placa de Rojas, 2002 [81] 

y a nivel macroscópico la inhibición del crecimiento micelial [1, 16, 80]. 

3.3.1 Metodo De Microdilución. 

Se utilizó el método de microdilución de Lozada et al., 2012; con el fin de 

estandarizar este protocolo para Moniliophthora roreri, se utilizaron placas de 

ELISA de 96 pocillos de fondo plano. En cada pocillo se adicionó una solución de 

esporas M. roreri, con concentración de 2x106 esporas/ml y diferentes diluciones 

de extracto entre 10 a 1000 μg/ml. Se incubaron a 28°C durante 8 días, 

observando la mínima concentración de extracto en la cual no fue visible el 

crecimiento, se realizaron cuatro repeticiones por cada ensayo [79, 82]. 

3.3.2 Cultivo En Micro-Placa 

Se realizó la técnica de cultivo en micro-placa descrita en Rojas, 2011 [81]; una 

solución de esporas de M. roreri en concentración 2x106 esporas/ml, fue colocada 

sobre una lámina porta-objetos con agar PDA con diferentes concentraciones de 

los extractos entre 200 a 1000 μg/mL, la germinación se determinó por 

observación microscópica cada 6 horas durante 48 horas [1]. La presencia o 

ausencia de tubo germinal incipiente o hifas desarrolladas determinó el 

crecimiento del hongo. Se realizaron cuatro repeticiones para cada concentración 

de extractos.  

3.3.3 Macrodilución 

De un cultivo en PDA de M. roreri de 10 días de crecimiento, se tomó un 

fragmento de la colonia de 5 mm de diámetro y se colocó en el centro de cajas de 

Petri con agar PDA, que contenía diluciones de 100, 200, y 500 μg/ml de los 

extractos [1, 16, 80]. Se realizaron cuatro repeticiones para cada concentración de 

extractos de la planta; como controles negativos se realizaron preparaciones sin 

extracto y como controles positivos, se realizaron preparaciones con oxicloruro de 
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cobre, fungicida comercial. Se estableció la actividad antifúngica determinando la 

concentración inhibitoria mínima (CIM), definida como la concentración más baja 

de extracto, capaz de inhibir el crecimiento visible en el agar (inhibición del 

crecimiento micelial) [82]. 

3.4. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LOS DIFERENTES MÉTODOS DE 

EXTRACCIÓN Y LOS DIFERENTES SOLVENTES SOBRE CARACTERÍSTICAS 

DE CRECIMIENTO DE Moniliophthora roreri. 

A cada aislamiento en agar PDA en cajas de Petri, se le evaluaron las siguientes 

variables cualitativas y cuantitativas, descritas por Afanador 2008 y Phillips 2003 

[43,53], con algunas modificaciones: inhibición del crecimiento micelial, producción 

de esporas, tamaño de la espora, día de esporulación y tipo de esporulación. 

 

Se realizó un diseño de experimentos, en el cual se emplearon diferentes métodos 

de extracción de extractos de J. secunda y concentraciones de 100, 200, y 500 

μg/ml, para los extractos obtenido con los diferentes solventes. 

Tabla 1. Diseño experimental general del trabajo con concentraciones: 100, 200, y 
500 μg/ml, n = 4  

Diseño experimental Hexano  Diclorometano  Metanol  Agua 

Soxhlet T1 T4 T7 T10 

Maceración 1:6 T2 T5 T8 T11 

Maceración 1:10 T3 T6 T9 T12 

 

3.4.1 Variables Cuantitativas 

 La inhibición del crecimiento micelial, se realizó midiendo la longitud de la 

colonia, sobre un radio prefijado en cada una de las cajas de Petri y se 

calculó usando la fórmula de Saldarriaga y Pineda 2001, asumiendo que el 
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máximo crecimiento, es el observado en el control negativo (sin extractos). 

Para el cálculo se procede de la manera siguiente: 

 

Donde T son los valores del tratamiento y C son los valores del control negativo.  

 La producción de esporas por cm2 se determinó a los 15 días de edad de 

los cultivos, preparando una suspensión de esporas del hongo en solución 

salina; se realizó el conteo con ayuda de una cámara de Neubauer.  

 Para medir el tamaño de las esporas (longitud para las esporas de forma 

alargada, diámetro para las esporas globosas), se tomó 500 µL de la 

suspensión de esporas preparada y se depositó en un portaobjetos. Se 

observó al microscopio óptico y se tomaron micrografías con ayuda de una 

cámara digital, para ser medidas posteriormente con el programa image J 

Basics versión 1.38. 

3.4.2 Variables Cualitativas 

 La variable día de esporulación se determinó, por observación visual de las 

colonias cada 24 horas, en un periodo de 10 días, determinando el primer 

día de esporulación por cambios en el color de la colonia.  

 La variable tipo de esporulación de las colonias de M. roreri, se codifico 

bajo el formato utilizado en Afanador 2008 (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Codificación de la variable tipo de esporulación 

Variable Categoría Valor asignado 

Tipo de esporulación Uniforme 0 

 Anillos en toda la colonia 1 

 Uniforme con anillos terminales 2 

 Uniformes con anillos centrales 3 
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3.5 DETERMINACIÓN PRELIMINAR DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN 

LOS EXTRACTOS DE Justicia secunda. 

 

Los extractos obtenidos con los solventes orgánicos que presentaron mayor 

actividad antifúngica, se  utilizando un espectrómetro de masas Amazon X de 

Bruker, con ionización por electro spray ESI-MS mediante trampa iónica. 

El método de análisis usado, fue en modo negativo con voltaje de capilar de 4500 

voltios, usando como gas secante nitrógeno con un flujo de 5L por minuto y 

presión de 8 psi a una temperatura de 20°C. 

A su vez se cualificaron, los extractos obtenidos con solvente orgánicos que 

presentaron mayor actividad antifúngica, verificando una exploración de UV-vis 

completa 190-900nm, se utilizó un espectrofotómetro UV-Vis marca Jenway 

modelo 6405. 

 

3.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se realizaron las pruebas a priori de Shapiro-Wilk, para determinar la normalidad y 

Levene para determinar la homogeneidad de varianzas (Zar, 1999), en cada 

variable. Para identificar si existían diferencias significativas entre los métodos de 

extracción, los solventes utilizados en la extracción y las concentraciones en las 

que se emplearon los extractos obtenidos, se utilizó una ANOVA factorial, siendo 

los factores, los métodos de extracción, solventes de extracción y 

concentraciones.  

Se realizó una prueba a posteriori, de Tukey, para las variables que reportaron 

diferencias significativas en el ANOVA (p>0,05). Se realizaron pruebas de X2 para 

evaluar si los días de esporulación eran independientes del método, solvente de 

extracción y concentración a la cual se empleó cada extracto. La variable 

cualitativa tipo de esporulación, se le realizó estadística descriptiva. Todas las 
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pruebas estadísticas se ejecutaron con el software STATISTICA V. 7.0 (Statsoft 

Inc, 2004). 
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4. RESULTADOS. 

 

 

4.1. CARACTERIZACIÓN DE LOS AISLADOS DE Moniliophthora roreri 

Posteriormente a la purificación de M. roreri, se obtuvo tres diferentes aislados, los 

cuales se diferenciaron por características de crecimiento in vitro fenotípicas como 

color, textura y formación de anillos de esporulación; además de características de 

crecimiento como diámetro del micelio, producción de esporas y crecimiento, se 

tomó el aislado que presento las mejores características de crecimiento como 

control negativo (carente de extractos) y para realizar los bioensayos (figura 8, c). 

Figura 8. Aislados obtenidos posteriormente a la purificación, a) aislado con 
crecimiento más rápido, b) aislado con crecimiento rápido y menor producción de 
esporas, c) aislado con mayor diámetro y producción de esporas. 

 

 

4.1.1 Determinación De La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

Todos los extractos mostraron actividad antifúngica, inhibiendo el crecimiento 

micelial de Moniliophthora roreri en porcentajes mayores o iguales a 7,5%, se 

encontraron concentraciones mínimas inhibitorias requeridas para reducir el 90% y 

50% del crecimiento de Moniliophthora roreri (CMI90 y CMI50). 

En la determinación de la actividad antifúngica con el método utilizado por Lozada 

et al, 2012 [1]; se observaron CMI90 ≥ 200 µg/mL, para los extractos obtenidos con 
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todos los solventes orgánicos, a excepción del solvente hexano que presentó 

CMI90≥600 µg/mL y CMI≥1000 µg/mL, en el método de extracción maceración1:10 

y maceración 1:6 respectivamente (Tabla 3). 

Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria, método de microdilución, n=4 

concentración mínima inhibitoria CMI90   

Método Solvente Concentración 

Soxhlet Diclorometano ≥ 200  µg/mL 

Soxhlet Metanol ≥ 200  µg/mL 

Soxhlet Hexano ≥ 200  µg/mL 

Soxhlet Agua  

maceración 1:10 Diclorometano ≥ 200  µg/mL 

maceración 1:10 Metanol ≥ 200  µg/mL 

maceración 1:10 Hexano ≥ 600  µg/mL 

maceración 1:10 Agua   

maceración 1:6 Diclorometano ≥ 200  µg/mL 

maceración 1:6 Metanol ≥ 200  µg/mL 

maceración 1:6 Hexano ≥ 1000  µg/mL  

maceración 1:6 Agua   

 

Para el método de macrodilución, se consideraron activos los extractos que 

presentaron porcentaje de inhibición del crecimiento micelial mayores o iguales al 

50%; tomando este valor como la CMI50. De los doce extractos evaluados en 

concentraciones 100µg/mL, 200µg/mL y 500µg/mL, seis presentaron una 

inhibición en el crecimiento micelial de M. roreri mayor al 50% (Tabla 4). 
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Tabla 4. Extractos que presentaron inhibición ≥ 50% del crecimiento micelial, en el 
método de macrodilución, Concentración mínima inhibitoria CMI50.  

Método de 

extracción 

Solvente Concentraci

ón 

% inhibición del  

crecimiento 

micelial 

Desviaci

ón 

estándar 

Maceración 1:10 Diclorometa

no 

500 54,08 2,24 

Soxhlet Diclorometa

no 

500 63,14 1,56 

Soxhlet Hexano 500 63,52 1,93 

Maceración 1:10 Metanol 200 65,15 2,54 

Maceración 1:10 Metanol 500 70,44 2,82 

Soxhlet Metanol 500 81,76 1,21 

 

El extracto obtenido, con el método de extracción soxhlet y solvente metanol a una 

concentración de 500 µg/mL fue el más activo, presentó una inhibición media del 

81,25% como se observa en la figura 9.  

Figura 9. Método de macrodilución, aislados de M. roreri a) Aislado control 

negativo, sin presencia de extractos. b) Aislado control positivo con oxicloruro de 

cobre a concentración 100 µg/mL. c) Aislado con extracto obtenido con método 

soxhlet y solvente metanol a concentración 500 µg/mL.  

 

 

15mm 

90mm 

5mm 

a b c 
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La media más baja de porcentaje de inhibición micelial, fue del extracto obtenido 

con el solvente agua (figura 10). 

 

Figura 10. Gráfico de barras, media del porcentaje de inhibición del crecimiento 

micelial para cada solvente y control, n=144, Desviación estándar=7,21; 

varianza=51,98. 

 

 

4.1.2 Cultivo En Micro-Placa 

En la técnica de cultivo en micro-placa, se observaron colonias completamente 

desarrolladas (hifas, esporas inmaduras adheridas a las hifas, tubos germinales 

incipiente y esporas maduras), en presencia de los extractos obtenidos con agua 

con los dos métodos de extracción, a concentraciones iguales e inferiores a 

500 µg/mL (figura 11, figura 12, figura 13). Por otra parte, los extractos obtenidos 

con hexano con el método de extracción por maceración, presentaron colonias 

desarrolladas a concentraciones iguales e inferiores a 400 µg/mL (figura 14, 

figura 15, figura 16). 
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Figura 11.Micrografía con una magnificación de 5X, micro-placa con extractos 

obtenidos con agua y método maceración 1:6 a concentración 200µg/mL. Se 

observa hifas completamente desarrolladas (h) y presencia de esporas maduras 

(em). 

 

 

Figura 12. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con agua y método maceración 1:6 a concentración 300µg/mL. Se 

observa hifas completamente desarrolladas (h) y presencia de esporas inmaduras 

adheridas a las hifas (ei.). 

 

 

ei 

h 
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Figura 13. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con agua y método soxhlet a concentración 400µg/mL, se observa hifas 

completamente desarrolladas (h), presencia de esporas maduras (em) y esporas 

inmaduras adheridas a las hifas (ei). 

 

 

Figura 14. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con hexano y método maceración 1:6 a concentración 200µg/mL se 

observa hifas completamente desarrolladas (h) y presencia de esporas maduras 

(em). 
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Figura 15. Micrografía con una magnificación de 5X, micro-placa con extractos 
obtenidos con hexano y método maceración 1:10 a concentración 300µg/mL se 
observa hifas completamente desarrolladas (h) y presencia de esporas maduras 
(em). 

 

Figura 16. Micrografía con una magnificación de 10X y 40X, micro-placa con 

extractos obtenidos con hexano y método de maceración 1:6 a concentración 

200µg/mL.; a) se observa presencia de esporas inmadura adheridas a las hifas 

(ei); b) hifas hialinas septadas completamente desarrolladas (hs). 

; 

 

En las micro-placas con extractos obtenidos del solvente diclorometano y método 

de extracción maceración 1:6, en concentraciones inferiores e iguales a 500 

µg/mL, se observó presencia de tubo germinal incipiente (figura 17, figura 18). En 
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cuanto a los extractos obtenidos con el metanol, no se observó germinación de 

esporas (formación de tubo germinal incipiente o hifas desarrolladas) en el periodo 

de observación de 48 horas (figura 19). 

 

Figura 17. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con diclorometano y método maceración 1:6 a concentración 300µg/mL 

se observa tubo germinal incipiente (t). 

 

Figura 18. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con diclorometano y método maceración 1:6 a concentración 200µg/mL 

se observa tubo germinal incipiente (t) 
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Figura 19. Micrografía con una magnificación de 40X, micro-placa con extractos 

obtenidos con metanol y método maceración 1:10 a concentración 300µg/mL; se 

observa esporas maduras sin germinar (e). 

 

 

4.2. EFECTO DE LOS DIFERENTES MÉTODOS DE EXTRACCIÓN Y LOS 

DIFERENTES SOLVENTES SOBRE CARACTERÍSTICAS DE CRECIMIENTO 

DE Moniliophthora roreri. 

 

4.2.1 INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO MICELIAL. 

Las variables e interacciones que influyeron significativamente en la inhibición 

micelial se muestran en la Tabla 5. No se observan diferencias significativas en la 

inhibición del crecimiento micelial, entre los tratamientos obtenidos con los 

diferentes métodos de extracción (soxhlet, maceración 1:6 y 1:10). 

 

 

 

 

 

e 
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Tabla 5. Variables e interacciones estadísticamente significativas, en la inhibición 
de crecimiento micelial. 

Variables N gl F p 

Concentración 148 2 87,05 0,000000 

Solvente 148 3 40,00 0,000000 

Método 148 2 0,70 0,560572 

Concentración * Solvente 148 6 2,53 0,023648 

Concentración * Método 148 4 7,52 0.062400 

Solvente * Método 148 6 5,62 0,000032 

Concentración* Solvente * Método 148 12 15 0,000000 

 

En cuanto a los solventes, se encontró diferencias estadísticamente significativas 

F=40,0 p=0,00; para la variable inhibición del crecimiento micelial, se observó que 

el tratamiento obtenido con el metanol, produjo una mayor inhibición del 

crecimiento micelial con relación a los otros solventes (media= 1,602). Asimismo 

se evidenció una tendencia de agrupación entre los solventes orgánicos (Tabla 6), 

hexano-diclorometano (grupo 1); diclorometano-metanol (grupo 2) y Agua 

(grupo3). 

 

Tabla 6. Test de tukey, variable inhibición de crecimiento micelial vs. Solventes. 

Solventes Hexano  
(1,527) 

Diclorometano  
(1,566) 

Metanol 
(1,602) 

Agua 
(1,426) 

Hexano  
(1,527) 

  0,432556 0,018109 0,000531 

Diclorometano  
(1,566) 

0,432556   0,488716 0,000008 

Metanol  
(1,602) 

0,018109 0,488716   0,000008 

Agua  
(1,426) 

0,000531 0,000008 0,000008   

Between MS =0,01187 df = 140,00. Los valores entre paréntesis corresponden a 

la media. 
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La variable concentración mostró diferencias estadísticamente significativas 

F=87,05 P=0,000, observándose tres grupos, 100 µg/mL (grupo 1), 200 µg/mL 

(grupo 2) y 500 µg/mL (grupo 3), también se presentó que a mayor concentración 

hubo mayor inhibición del crecimiento micelial (Figura 20). 

 

Figura 20. Inhibición del crecimiento con diferentes concentraciones 

1=concentración 100µg/mL, 2=concentración 200µg/mL, 3=concentración 

500µg/mL 4=control carente de extractos. 

 

4.2.2 Producción De Esporas 

Existen diferencias significativas entre los tratamientos, se observa que las 

variables método de extracción, solventes de extracción y concentración tienen 

efecto sobre la producción de esporas (Tabla 7). 
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Tabla 7. Variables e interacciones estadísticamente significativas en la producción 
de esporas.  

Variables N gl F p 

Concentración 148 2 859,92 0,00 

Solvente 148 3 534,10 0,00 

Método 148 2 104,75 0,00 

Concentración * Solvente 148 6 119,24 0,00 

Concentración * Método 148 4 51,997 0,00 

Solvente * Método 148 6 308,27 0,00 

Concentración* Solvente * Método 148 12 207,65 0,00 

 

Se observa que hay una menor producción de esporas, en los tratamientos 

obtenidos con diclorometano (media=1826000), respecto al control y los demás 

solventes (Tabla 8); de igual manera se observa que los tratamientos obtenidos 

con el agua difieren de los solventes orgánicos, mostrándose dos grupos: hexano-

diclorometano-metanol (grupo 1) y agua (grupo2).  

 

Tabla 8. Test de tukey, variable Producción de esporas vs. Solventes.  

Solventes Hexano  
(2039000) 

Diclorometano  
(1826000) 

Metanol 
(2160000) 

Agua 
(2799000) 

Hexano  
(2039000) 

  0,68446 0,92237 0,000450 

Diclorometano  
(1826000) 

0,68446  0,30372 0,000010 

Metanol  
(2160000) 

0,92237 0,303723   0,000479 

Agua  
(2799000) 

0,00045 0,000010 0,000479   

Between MS =6619E8 df =140,00. Los valores entre paréntesis corresponden a la 

media. 

Por otra parte para el método de extracción, se evidencian dos grupos: soxhlet-

maceración 1:10 (grupo 1) y maceración 1:10-maceración1:6 (grupo 2). Se 



54 
 

observa que los tratamientos obtenidos con el método soxhlet, tienen menor 

producción de esporas que los demás métodos de extracción (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Test de tukey, variable Producción de esporas vs. Métodos de 
extracción.  

Métodos de 
Extracción 

Soxhlet  
(2056000) 

Maceración 1:10 
(2106000) 

Maceración 1:6 
(2190000) 

Soxhlet  
(2056000) 

  0.069621 0,001246 

Maceración 1:10 
(2052000) 

0.069621  0,944376 

Maceración 1:6 
(2190000) 

0,001246 0,944376   

 

Al igual que la variable anterior, la concentración mostró diferencias 

estadísticamente significativas F=859,92 p=0,000, siendo evidente que a mayor 

concentración de extractos empleada menor producción de esporas (figura 21). 

 

Figura 18. Producción de esporas con diferentes concentraciones de tratamientos 

1=concentración 100µg/mL, 2=concentración 200µg/mL, 3=concentración 

500µg/mL 4=control carente de extractos. 
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4.2.3 Tamaño De Las Esporas 

Se observa que las variables método de extracción, solventes de extracción y 

concentración influyen sobre el tamaño de esporas (Tabla 10). 

Tabla 10. .Variables e interacciones estadísticamente significativas en el tamaño 
de espora. 

Variables n gl F P 

Concentración 148 2 60,86 0,0000 

Solvente 148 3 177,4 0,0000 

Método 148 2 396,9 0,0000 

Concentración * Solvente 148 6 166,1 0,0000 

Concentración * Método 148 4 350,2 0,0000 

Solvente * Método 148 6 62,08 0,0000 

Concentración* Solvente * Método 148 12 179,7 0,0000 

Los métodos de extracción en la variable tamaño de espora, presentaron dos 

grupos definidos soxhlet-maceración 1:10 (grupo 1) y maceración 1:10-maceración 

1:6 (grupo 2). Se observa que el método de extracción soxhlet posee un rango de 

tamaño de esporas menor respecto al control y los demás métodos de extracción 

(figura 22), asimismo el tamaño de las esporas de los tratamientos obtenidos con 

el método maceración 1:6 presentaron un tamaño similar al control (figura 22). 

Figura 19. Tamaño de esporas con diferentes solventes de extracción 1=soxhlet, 

2=maceración 1:10, 3=maceración 1:6 y 4=control carente de extractos. 

 



56 
 

Respecto a los solventes de extracción el metanol mostró menor tamaño medio de 

esporas (media= 7,528), respecto al control y los demás solventes (figura 23); 

igualmente se observa diferencias significativas entre los solventes orgánicos y el 

agua (figura 23), presentándose dos grupos definidos: hexano-diclorometano- 

metanol (grupo 1) y agua (grupo 2). 

 

Figura 20. Tamaño de espora con diferentes solventes de extracción 1=hexano, 

2=diclorometano, 3=metanol, 4=agua y 5=control carente de extractos. 

 

La concentración (100 µg/mL, 200 µg/mL y 500 µg/mL) a la cual se aplicó cada 

tratamiento no presentó un efecto significativo sobre el tamaño de esporas, como 

se observa en la figura 24, en la cual las barras se traslapan. 
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Figura 21. Tamaño de espora con diferentes concentraciones de tratamientos, 

1=concentración 100µg/mL, 2=concentración 200µg/mL, 3=concentración 

500µg/mL 4=control carente de extractos. 
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4.2.4. Día De Esporulación 

El primer día de esporulación varía de acuerdo al método y solvente de extracción 

utilizado, lo cual no ocurre con la concentración (p=0.11). El día de esporulación 

depende de los solventes y el método de extracción utilizado. 

Tabla 11. Prueba de X2 para el primer día de esporulación. 

  X2 Gl P 

Concentración 25,811 12 0.11 

Solvente 133.613 16 0.00 

Método  59.165 12 0.00 

X2 valor prueba de chi-cuadrado. gl grados de libertad. P probabilidad 

Respecto a la concentración, los aislados a los que se le suministro los extractos 

en una concentración de 500 µg/mL, presentaron mayor número de casos con el 

primer día de esporulación más tardío en relación al control (día ocho). 
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Por otra parte se observa, que el día de esporulación de los aislados con extractos 

obtenidos con metanol fue posterior respecto al control y los demás extractos 

(figura 25, a). 

Al comparar los métodos de extracción con el grupo control se observa, un retardo 

en el primer día de esporulación (figura 25, b); siendo el método soxhlet, el que 

presentó la mayoría de los aislados como primer día de esporulación el día ocho. 

Figura 22. Primer día de esporulación en el control y los tratamientos, a) Solvente 

de extracción utilizado. b)  Método de extracción utilizado. 

 

 

 

a 

b 
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4.2.5 Tipo De Esporulación De Los Aislados 

Aunque se utilizó un único aislado de M. roreri en el presente estudio, es 

importante destacar la variabilidad de crecimiento observada. El tipo de 

esporulación predominante fue el de anillos en toda la colonia (52,77%) tipo 1, 

seguido del tipo de esporulación uniforme con anillos centrales (33,33%) tipo 3 y 

uniforme (13,88%) tipo 0, mientras la esporulación uniforme con anillos terminales 

tipo 2 no se observó en los aislados trabajados (figura 26). 

Figura 23. Tipo de esporulación, a) uniforme tipo 0; b) anillos en toda la colonia 

tipo 1; c) uniforme con anillos centrales tipo 3. 

 

4.2.6. Determinación Preliminar De Los Compuestos Presentes En Los 

Extractos De Justicia secunda. 

En la figura 27 se muestran los espectros de masas del extracto de J. secunda 

obtenido con el metanol, el cual mostró mayor actividad antifúngica, en donde se 

observan claramente 5 picos relevantes. 

En el espectro la intensidad de los picos con valores m/z 255.5 y m/z 341.2 son 

consistentes con la ruta de fragmentación de los flavonoides ya que se observaron 

señales debidas a la perdida de moléculas de H2O, CH3, CO2 y COH2 

características de este tipo de sustancias. Dichas señales coinciden con las 

moléculas de liquiritigenin que es una flavona con peso molecular de 255g/mol y 

3´,4´- Dihidroxiflavonol con peso molecular cercano a 341.2g/mol [74]. 

a b 
c 
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El pico correspondiente al valor m/z 283.4 corresponde a una aglicona luteolina 

(luteolina-7-O-diglucuronida). Los estudios han demostrado la presencia de 

flavonoides de estructura simple, sin embargo se cree que en las plantas la 

mayoría de las veces estas moléculas se encuentran ligadas a carbohidratos. A 

este tipo de combinación núcleo flavonoide básico más una o varias unidades de 

carbohidratos, se les denomina glicosidos, y cuando no tienen ligadas moléculas 

de carbohidratos se les denomina agliconas flavonoides [74, 77]. 

El pico con valor m/z 511 corresponde probablemente a la molécula de lignano 

fenólico encontrada en la especie Justicia purpuria reportado por Kavitha et al 

2013 y el pico m/z 329 es consistente al 9,10- Antracenodiol- 1,8-dihidroxi 4,5 

dinitro, correspondiente a un polifenol también presente en J. secunda. 

Figura 24. Espectros de masas ESI-MS obtenidos del extracto de J. secunda con 

el solvente metanol. 

 

En la figura 28, se muestra el espectro de masas del extracto de J. secunda 

obtenido con diclorometano, donde se observan claramente 6 picos relevantes. 
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En el espectro la intensidad de los picos con valores m/z 156.02 y 426.7 son 

consistentes con ruta de fragmentación de los terpenos ya que se observaron 

señales debidas a la pérdida de moléculas de CO2, OH, CO y OCH3 

características de este tipo de moléculas. En la literatura estas señales y el m/z 

426,7 coinciden con el 13(18)-Oleanen-3-ol, el cual ha sido reportado para 

especies como Cucurbita pepo, Derris laxiflora, Pistacia lentiscus entre otras, al 

cual se le atribuye actividades antimicrobianas, antivirales y antitumorales [94, 

95,96]. El pico con valor m/z 156.02 corresponde a monoterpenos los cuales son 

componentes primarios de los extractos esenciales de numerosas plantas, 

posiblemente al borneol o una mentona [97,98].  

El pico con valor m/z 369.37 corresponde probablemente a un lignano, ya que en 

la ruta de fragmentación se observaron señales debidas a la pérdida de moléculas 

de OH, CH3 y O características de este tipo de sustancias: en la literatura este 

pico coincide con el lignano kaerofilina, presente en la especie justicia hyssopifolia, 

Montrouziera sphaeroidea y Zanthoxylum hasslerianum. El género Justicia es una 

fuente importante de lignanos, varios de los cuales poseen diferentes actividades 

biológicas (antitumoral, antifúngica, hipolipidémica, antidepresiva, antiviral) [99, 

100,101] 

En el espectro de masa de los extractos con valor m/z 270.68 es consistente con 

la ruta de fragmentación de los flavonoides ya que se observaron señales debidas 

a la perdida de moléculas de H2O, CH3, CO2 y COH2. Probablemente se trata de 

una apigenina que es una flavona la cual ha sido reportado en especies del 

género como Justicia procumben, Justicia ciliata y otras especies Cephalotaxus 

wilsoniana y Echinops echinatus, adjudicándole propiedades antimicrobianas y 

farmacológicas [102]. 

Los picos con valores m/z 952.83 y 984.76 no presentaron una ruta de 

fragmentación clara o evidente, por lo que no se realizó una búsqueda en la 
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literatur; estos pesos moleculares pudieron ser aductos formados por el método de 

ionización empleado (negativo). 

Figura 25. Espectros de masas ESI-MS obtenidos del extracto de J. secunda con 

el solvente diclorometano. 

 

En la figura 29, se muestra el espectro de masas del extracto de J. secunda 

obtenido con el hexano, donde se observan claramente 7 picos relevantes. 

Los picos correspondientes a los valores m/z 301.1, 365.1 y 384.1, 615.1 

presentaron señales debidas a la pérdida de moléculas H2O, CH3, CO2 y COH2, 

características de los flavonoides, además en los picos m/z 301.1 y 365.1 se 

observaron en la ruta de fragmentación señales de varios iones OH y CH2CO por 

esta característica probablemente estos picos pertenecen  a una peonidina y una 

malvidina respectivamente, que son antocianinas de tipo aglicona, estos 

pigmentos están ampliamente distribuidos en muchas plantas, los compuestos de 

esta familia presentan variados efectos beneficiosos para la salud: prevención 

contra cáncer, propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, antitumorales, 

antimicrobianas, vasorelajantes y antioxidantes. La malvidina presenta un abanico 
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de pigmentos característicos del color purpúreo, están presentes en diferentes 

órganos de las plantas, tales como frutas, flores, tallos, hojas y raíces; los 

pigmentos de la peonidina varían de rojo-azul dependiendo del pH [103, 104, 105, 

106]. 

El pico con valor m/z 384.1 posiblemente corresponde a una artemetina, este 

flavonoide se encuentra ampliamente distribuido y se ha reportado en especies 

como Artemisia annua, Cordia arassavica, Vitex rotundifolia, Viticis fructus, Achilea 

millefolium, Brickellia chlorolepis entre otras. Este flavonoide ha sido estudiado en 

relación con sus efectos antioxidantes, propiedades anti–inflamatorias y su 

capacidad para inhibir el ciclo celular [107, 108, 109,110]. 

En el espectro de masa del extracto de J. secunda el pico con valor m/z 615.1 

corresponde a un flavonoide llamado forsythoside A, a la cual se le adjudican 

bondades antiinflamatoria y antimicrobianas, este flavonoide está presente en 

Forsythia suspens y Lippia citriodora [111]. 

Los picos con valores m/z 553.5y 689.1 presentaron señales debidas a la 

fragmentación de la molécula para la formación de CO2, OH, CO y OCH3 

características de este tipo de los terpenos. En la literatura estas señales y el 

espectro de masa m/z 553.5 coinciden con el coumaroyl-shanzhiside, un terpeno 

de tipo iridoide, el cual ha sido reportado para especies como Barleria Lupulina, 

Barleria prionitis Odontites verna y Eremostachys laciniata, se le atribuyen 

bondades farmacológicas como antiinflamatoria, antimicrobiana y amebicida [112, 

113, 114]. 

En el espectro de masas de los extractos de J. secunda el pico con valor m/z 

689.1, corresponde al terpeno erythrodiol-3-palmitate, este compuesto ha sido 

reportado para las especies de plantas Bumelia obtusifolia, Pouteria caimito, 

Pouteria torta y Erythroxylum passerinum, a este compuesto se otorga actividad 

antioxidante, antiinflamatoria, y antibacteriana [115,116,117]. 
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El pico con valor m/z 763.1 es propio de un flavonoide, pero el espectro de masas 

no coincide con lo encontrado en la literatura para este tipo de compuestos, 

posiblemente esto se debe a la presencia de hidratos de carbono que en la ruta de 

fragmentación no fue visible.   

Figura 26. Espectro de masas ESI-MS obtenidos del extracto de J. secunda con el 

solvente hexano. 

 

En cuanto a los picos máximos de absorbancia en el espectro del UV-vis, para los 

extractos obtenidos con el metanol fueron de 280 nm (figura 30); esta banda es 

característica de los compuestos polifenólicos que muestran una estructura 

química tipo flavonoides (240-285nm) [128]. 

Figura 27. Espectro de UV-Vis, obtenido del extracto de J. secunda con el 

solvente metanol. 
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En el espectro de UV-Vis, para el extracto de J. secunda obtenido con el hexano, 

los picos máximos de absorbancia fueron entre los 270nm y los 400 nm (figura 

31); los compuestos fenólicos especialmente los flavonoides en un espectro UV 

generalmente aparecen sus señales de intensidad entre los 240nm-280 nm [128]; 

en cuanto al pico con un valor de 400 nm, corresponde a un carotenoide, el 

espectro visible de estos pigmentos está en el rengo de los 400-450 nm [129]. 

 

Figura 28. Espectro de UV-Vis, obtenido del extracto de J. secunda con el 

solvente hexano. 

 

El extracto de J. secunda  obtenido con diclorometano, en el espectro de UV-Vis, 

mostró un pico máximo de absorbancia de 560 nm (figura 32), el cual puede 

tratarse de un compuesto fenólico del grupo de las antocianinas, que 

generalmente tienen su máxima absorción en el espectro visible de los 500- 570 

nm [130]. 
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Figura 29. Espectro de UV-Vis, obtenido del extracto de J. secunda con el 
solvente diclorometano. 
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5. DISCUSIÓN 

 

Las concentraciones a las cuales se presentó actividad antifúngica, son altas 

respecto a otros estudios hechos con diferentes tipos de plantas [16]; sin embargo, 

se debe tener en cuenta que se está trabajando con extractos crudos que 

contienen otros metabolitos o impurezas sin actividad antifúngica. Asimismo al 

comparar los extractos de J. secunda en términos de CMI con fungicidas 

comerciales como el oxicloruro de cobre (CMI=10 µg/mL) los extractos no son 

competitivos, pero cabe resaltar que el oxicloruro de cobre posee efectos a largo 

plazo para los seres humanos y el medio ambiente como la capacidad irritativa 

dérmica, irritativa ocular, genotoxicidad (aberraciones cromosómicas), efectos 

hepatotóxicos y a nivel ambiental se absorbe fuertemente a las partículas del 

suelo, matriz en la que es extremadamente persistente [123]. 

En el método de microdilución de Lozada et al, 2012; en general los extractos 

obtenidos con solventes orgánicos mostraron CMI90≥200µg/mL. La extracción con 

metanol utilizando el método de extracción soxhlet, presentó mejor actividad 

antifúngica respecto a los demás tratamientos, mostrando CMI50≥200µg/mL para 

el método de macrodilución. Ambos métodos coinciden en que el metanol y el 

diclorometano, presentaron mayor actividad antifúngica en relación a los demás 

tratamientos. 

En los cultivos en microplaca se observó que el metanol tuvo un efecto 

fungistático, ya que disminuye el crecimiento y el desarrollo del hongo, pero no se 

observa reducción de las unidades formadoras de colonias (UFC). 

El análisis de varianza demostró, que se presenta diferencias significativas 

(P<0.05) entre los solventes, los métodos de extracción y la concentraciones 

utilizadas, así como la interacción de estos factores. 
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En las variables de crecimiento evaluadas, el solvente a utilizar mostró un efecto 

significativo. Respecto a la comparación múltiple de medias, se puede observar 

una tendencia de agrupación, posiblemente se debe a la naturaleza polar y 

solubilidad de los mismos, puesto que el solvente extrae selectivamente cierta 

clase de compuestos. Solventes apolares disuelven moléculas apolares y 

viceversa, por consiguiente no es de extrañar que los solventes más polares como 

el agua no tiendan a agruparse con los menos polares como el hexano [89]. 

La producción de esporas y el tamaño de esporas se vieron influenciadas por el 

método de extracción y se observaron agrupaciones entre los métodos, las cuales 

no eran las esperadas, ya que ambos son métodos diferentes. El método soxhlet 

es un método en caliente, que ha presentado mejores rendimientos para realizar la 

extracción de analitos volátiles, en cuanto a otros métodos [67] y la maceración es 

una extracción con solvente químicos a temperatura ambiente. 

Se observaron tamaños de esporas más pequeñas y una menor producción de las 

mismas, respecto al control en los aislados con extractos de J. secunda, 

posiblemente este sea un mecanismo metabólico en respuesta a condiciones 

menos favorables en el medio, causadas por la presencia de los extractos, ya que 

el tamaño de esporas es una variable que influye en el mecanismo de 

sobrevivencia del hongo. Las esporas de mayor tamaño resisten a estrés hídrico, 

condiciones adversas y poseen mayor capacidad de adaptación [43, 83]. 

Se evidenció que a mayor concentración de extractos de J. secunda, hubo menor 

producción de esporas y mayor inhibición del crecimiento micelial de los aislados 

de M. roreri.  

Aunque se utilizó un único aislado de M. roreri y bajo las mismas condiciones de 

incubación, es importante destacar la variabilidad de crecimiento observada, en el 

tipo de esporulación y el primer día de esporulación al aplicar los extractos de J. 

secunda. Probablemente, esta situación pudo deberse a la presencia de los 

analitos extraídos de J. secunda; cabe resaltar que M. roreri se ha caracterizado 
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por ser un microorganismo muy versátil, con una alta variabilidad genética y 

capacidad adaptativa [43, 53, 89]  

Se ha mostrado que las plantas poseen agentes protectores o inductores de 

resistencia como son la gran mayoría de metabolitos secundarios, los cuales 

presentan actividad antialérgica, anticancerígena, antibacteriana, antifúngica e 

incluso pueden ejercer efectos inhibidores sobre algunas enzimas, confiriendo 

resistencia frente al ataque de microorganismos [74, 85, 86, 87]. Entre estos 

agentes pueden mencionarse los compuestos fenólicos, lignanos, terpenoides, 

saponinas y quinonas, los cuales intervienen en la protección de la planta contra 

microorganismos [74]. 

Estudios realizados sobre los compuestos presentes en los extractos de J. 

secunda, mostraron como constituyentes principales, fenoles, saponinas, taninos, 

lignanos, triterpenos, entre otros [73, 84, 85]. Los espectros de masas y UV-VIS 

obtenidos de los extractos de J. secunda mostraron, de manera preliminar la 

presencia de algunos de estos metabolitos secundarios, coincidiendo con lo 

reportado por otros autores [74, 77], por consiguiente la actividad antifúngica 

observada podría ser atribuida a la presencia de estos compuestos. 

Los compuestos fenólicos poseen grupos hidroxilo que pueden formar enlaces de 

hidrógenos con los sitios activos de ciertas enzimas (hidrolasas, cAMP 

fosfodiesterasas, ATP-asas, oxidoreductasas, entre otras) [119], logrando su 

inactivación. Adicionalmente, pueden ocasionar cambios en la estructura celular, 

inhibir la respiración y alterar la permeabilidad del fitopatógeno. En altas 

concentraciones ocasionan daños severos en las membranas citoplasmáticas 

como la perdida de la capacidad selectiva, lo que permite el flujo de componentes 

intracelulares y extracelulares, ocasionado la perdida de la homeostasis, 

conduciendo a la muerte celular [120,121, 122]. 

Específicamente la actividad antimicrobiana de los compuestos fenólicos tipo 

flavonoides, que son la clase más grande de compuestos fenólicos encontrados y 
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están ampliamente distribuidos en el reino vegetal [124], se deben a que estas 

sustancias actúan generando complejos con proteínas extracelulares y proteínas 

solubles, inhibiendo la girasa del DNA, impidiendo la función de la membrana 

citoplasmática e inhabilitando el metabolismo energético de las células [118]. 

Respecto a los terpenos estos incrementan las concentraciones de peróxidos 

lipídicos como los radicales hidroxil, alcoxil y alcoperoxil en las células fúngicas, 

además pueden provocar la salida de compuestos del citoplasma de las células 

fúngicas, provocando perdida de rigidez e integridad de la pared celular, 

conduciendo a la muerte celular del patógeno [122]. 

En la familia Acanthaceae los lignanos son componentes químicos típicos, 

especialmente los de los tipos arylnaphthaleno y arylnaphthalido [125]. Los 

lignanos exhiben actividades biológicas diversas, tales como la inhibición de la 

cAMP fosfodiesterasa [126], entre otras. 

Por otra parte a los lignanos se les ha propuesto como antifúngicos por su 

capacidad para inhibir la germinación de las esporas de patógenos en plantas [87], 

además se ha reportado actividad antifúngica sobre microorganismos 

pertenecientes al género Aspergillus, Ceratocystis pilífera, Penicillium spp, 

Rhizopus spp, Botrytis cinérea, Mycosphaerella fijiensis entre otros [87, 88, 91,92, 

93]. 

Por lo expuesto anteriormente la  presencia de flavonoides, lignanos y terpenos 

encontradas en la caracterización química de especies del género Justicia y en 

base a la determinación preliminar de J. secunda realizada, se le puede adjudicar 

posiblemente actividad antifúngica sobre el fitopatógeno M. roreri. 

Cabe señalar que es difícil estandarizar un procedimiento para el estudio de las 

plantas como antimicrobianos, ya que existen diversos factores que están 

involucrados y que pueden influir de manera importante en los resultados 
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obtenidos; se puede mencionar como el método de extracción, pH, solubilidad de 

la muestra en el medio de cultivo, y el microorganismo en cuestión [127]. 

No fue posible caracterizar el extracto obtenido con agua, ya que eran necesarios 

pasos adicionales de purificación, que redujeran el número de picos encontrados 

en el espectro de masas. Por lo anterior no se realizó una caracterización 

preliminar de dichos extractos.  
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6 CONCLUSIONES 

 

 

El extracto obtenido con el solvente metanol, presentó la mejor actividad 

antifúngica en comparación con los demás solventes utilizados, el extracto 

obtenido con el método soxhlet, presento mejor actividad antifúngica en 

comparación con los otros métodos utilizados.  

 

En el análisis de varianza se demostró que las variables solvente, método de 

extracción y la concentración (µg/mL) en la que se aplica el extracto, y la 

interacción de estos factores, poseen efectos estadísticamente significativos sobre 

las variables de crecimiento. 

 

Los elevados valores de CMI50 y CMI90 observadas para los extractos obtenidos 

con hexano pueden deberse a la poca cantidad de metabolitos secundarios 

extraídos con este tipo de solvente; el hexano es un solvente apolar que no puede 

extraer metabolitos con polaridades altas. 

 

Los extractos obtenidos con diclorometano y metanol, solventes polares, 

presentaron las mejores actividades antifúngicas contra M. roreri, esto pudo 

deberse a que en J. secunda posiblemente hay mayor presencia de metabolitos 

de alta polaridad. 

 

Los extractos obtenidos con agua, presentaron una baja actividad antifúngica. Lo 

cual puede deberse a la poca capacidad de interacción del solvente con los 

metabolitos secundarios presentes en J. secunda. 
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La actividad antifúngica encontrada en los extractos de J. secunda sobre el 

crecimiento y germinación del hongo fitopatógeno M. roreri, los convierte en 

buenos candidatos para ser usados como posibles biofungicidas o fungiestaticos 

que vayan de la mano con los métodos de control utilizados en la actualidad. 
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7. RECOMENDACIONES 

 

 

Un inconveniente que se presentó en el método de microdilución para determinar 

la concentración mínima inhibitoria, es que no permite una visualización clara del 

comportamiento de los aislados; debido a que los hongos filamentosos no crecen 

de forma uniforme dentro del pozo, y no se mezcla de manera homogénea los 

extractos para lograr una total difusión de los metabolitos, lo que puede llevar a 

una conclusión errónea. 

 

Se recomienda realizar pruebas de patogenicidad a los aislados de M. roreri 

previamente antes de realizar los bioensayos. 

Se recomienda realizar una caracterización química a los extractos de J. 

secunda,   más profunda que incluya un aislamiento de los metabolitos obtenidos 

con metanol o diclorometano solventes que demostraron mayor actividad 

biológica, utilizando diferentes técnicas instrumentales para conocer la totalidad de 

sus componentes y su concentración individual; aportando más datos de orden 

químico de la especie J. secunda. 
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