
 

Identificación de antraquinonas presentes en el cultivo in vitro de raíces de plantas de M. royoc L. 
CCF. Cromatografía en placa fina; CCF-P. Cromatografía en placa fina preparativa; Conc.: 
Concentración por evaporación; F: filtrados producto del fraccionamiento con solventes orgánicos; Fr: 
fracciones recogidas después de la separación en columna de gel de sílice; HPLC-DAD: 
Cromatografía líquida de alta resolución con detector de arreglo de diodo; Sep. Col.: Separación por 
columna de gel de sílice; Solv. Org.: Solventes orgánicos; RMN-H1: Resonancia Magnética Nuclear.  

Esquema 2.  



                                                                                                                            Resultados y Discusión 

 68

Tabla 2. Valores de factor de retención (Rf) y color de cada compuesto en la cromatografía en 
capa fina de los Filtrados de raíces in vitro de M. royoc L. Filtrados correspondientes a 
la solubilización con: metanol (F1), diclorometano (F2), hexano:cloroformo:metanol 
(9:9:1) (F3) y acetonitrilo:agua (1:2) (F4). 

Rf Filtrado 1 Filtrado 2 Filtrado 3 Filtrado 4 Color del compuesto 
Rf1 0.12 0.12 0.12 - naranja 
Rf2 0.21 0.21 0.21 - naranja 
Rf3 0.24 0.24 0.24 - incoloro (visible al UV) 
Rf4 0.26 0.27 0.27 - naranja 
Rf5 0.54 0.56 0.56 0.56 violeta 
Rf6 0.74 - - - amarillo 
Rf7 0.95 0.97 0.97 0.97 rosa 

Cromatografía líquida de alta resolución con detector de arreglo de diodo (HPLC-DAD). 

Los valores de tiempos de retención y los máximos de absorción (nm) de los patrones de 

antraquinonas obtenidos por HPLC-DAD se muestran en la tabla 3, estos son muy similares a los 

que se informan en la literatura para las antraquinonas (Wijnsma y Verpoorte, 1986; Han et al., 

2003; Deng et al., 2009).  

Tabla 3. Tiempo de retención y máximos de absorción (nm) para los patrones de antraquinonas 
analizados por HPLC-DAD. 

 Nombre del patrón Tiempo de retención 
(min) 

Máximos de absorción  
(nm) 

A Ac. antraflávico (2,6DHAQ) 13.263 216.7, 274.4, 300.5, 350.4 

B Alizarina (1,2DHAQ) 18.060 249.6, 431.8 
C Aloe-emodina 18.533 227.3, 256.7, 287.4, 428.1 
D Reina 19.460 230.8, 259.1, 430.6 
E Emodina 25.944 222.6, 288.6, 441.4 
F Dantrona (1,8DHAQ) 27.067 223.8, 254.4, 283.9, 428.1 
G Quinizarina (1,4DHAQ) 29.768 223.8, 250.8, 280.3, 327.8, 465.6 
H Antrarufina (1,5-DHAQ) 30.086 225.0, 253.2, 286.3, 422.1 
I Crisofanol 32.274 225.0, 257.9, 287.4, 429.4 
J Fisciona 37.586 223.8, 267.3, 287.4, 435.4 
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En la figura 14 aparecen los compuestos presentes en el Filtrado 1. Se observa la presencia de 13 

compuestos principales según orden de elución, de ellos siete mayoritarios (3, 6, 9, 10, 11, 12, 13) y 

seis minoritarios (1, 2, 4, 5, 7 y 8). Los tiempos de retención y espectros UV visible de los 13 

compuestos en el margen de 200-500 nm, se observa en la tabla 4. Los valores encontrados de 

absorción son característicos de derivados de antraquinonas (Wijnsma y Verpoorte, 1986, Deng et 

al., 2009) excepto el compuesto 2 que no presenta absorción entre 300-450 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cromatograma de HPLC-DAD del Filtrado 1 soluble en metanol y proveniente del 
extracto diclorometánico obtenido a partir del cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. 
Fase móvil con sistema de gradiente lineal de 0-40 min A: agua-ácido trifluoracético (0.1%) (v:v); B: 
acetonitrilo-ácido trifluoracético (0.1%) (v:v). UA: unidades de absorbancia, tm: tiempo muerto. 

Se puede obtener información estructural sobre la posición de los grupos hidroxilos a partir de las 

bandas características de estos constituyentes. Las longitudes de ondas máximas entre 245 y 280 nm 

sugieren la presencia de la estructura de las antraquinonas (Thomson, 1971). La absorción en el 

espectro visible en 465 nm sugiere la presencia de una 1,4-dihidroxiantraquinona, mientras que la 

longitud de onda máxima de 487 nm indicó la sustitución 1,4,5 trihidroxi antraquinona y a 430 nm 

las sustituciones 1,5 ó 1,8 dihidroxiantraquinonas (Schripsema et al., 1999). La literatura además 

informa desplazamientos hipsocrómicos de las bandas de absorción cerca de 440 nm cuando hay 

ausencia de sistemas 1,8-dihidroxilo (Kitajima et al., 1998), y bandas a 440 y 285 nm sugieren un 

sistema antrona (Suresh et al., 2003). 
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Tabla 4. Tiempos de retención y máximos de absorción (nm) de los compuestos detectados 
por HPLC-DAD en el Filtrado 1, provenientes del extracto diclorometánico del 
cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. 

Orden de pico 
en elusión 

Tiempos de retención 
(min) 

Máximos de absorción 
 (nm) 

1 13.238 242.6, 278.0, 339.7 

2 15.085 215.6, 259.1 

3 16.219 246.1, 280.3, 410.1 

4 16.995 241.4, 279.2, 363.5 

5 17.701 249.6, 431.8 

6 18.723 240.2, 279.2, 354.0 

7 20.571 246.1, 278.0, 376.4 

8 21.606 244.9, 281.5, 407.7 

9 23.403 215.6, 253.2, 286.3, 388.4 

10 24.582 219.1, 269.7, 412.5 

11 25.243 244.9, 280.3, 408.9 

12 26.444 230.8, 260.3, 300.5, 448.7 

13 30.155 215.6, 259.1, 298.1, 424.5 

De acuerdo con los resultados del espectro UV-Vis, los perfiles cromatográficos y la comparación 

con las antraquinonas patrones, sólo el compuesto 5 aislado a partir del cultivo de raíces de M. royoc 

L., se identificó como alizarina (compuesto 1, Figura 15). Esta antraquinona no está informada en 

las raíces de plantas en ambiente natural de esta planta, pero sí en otras especies de la misma familia 

como en raíces y suspensiones celulares de R. tinctorum (Orbán et al., 2007; Orbán et al., 2008) y en 

callos (Mishchenko et al., 2007) y raíces de R. cordifolia L. (Kaur et al., 2010). 

 

Figura 15. Estructura de la alizarina (compuesto 1). Antraquinona identificada por comparación 
con patrones mediante HPLC-DAD en el extracto diclorometánico de raíces de M. royoc L. 
cultivadas in vitro. 
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4.2.2 Purificación de las antraquinonas por cromatografía en columna de gel de sílice y cromatografía 

preparativa en capa fina (CCF preparativa). 

El fraccionamiento de los extractos crudos, así como la caracterización de los mismos se basaron en 

el empleo de métodos de análisis como cromatografía en columna de gel de sílice y su combinación 

con cromatografía en capa fina preparativa y HPLC-DAD.  

Cromatografía en columna de gel de sílice. 

Al purificar el Filtrado 1 por columna de gel de sílice se obtuvieron 29 fracciones de 2 mL, las 

cuales se unieron en 8 grupos según su perfil en cromatografía en capa fina y análisis de HPLC-

DAD: Fr 1.1 (fracción 1), Fr 1.2 (fracción 2), Fr 1.3 (fracción 3), Fr 1.4 (fracciones 4-5), Fr 1.6 

(fracciones 6-12), Fr 1.13 (fracciones 13-23), Fr 1.24 (fracciones 24-27), Fr 1.28 (fracciones 28-29) 

(Tabla 5, Esquema 2). Se observaron sólo dos fracciones con un único compuesto (Fr 1.1 y Fr 1.3), 

las restantes fracciones presentaron de dos a cuatro compuestos. 

Tabla 5. Valores de factor de retención (Rf) y color de cada compuesto en la cromatografía en 
capa fina de las fracciones eluídas por cromatografía de gel de sílice del Filtrado 1 a 
partir de raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro. 

Rf Fr 1.1 Fr 1.2 Fr 1.3 Fr 1.4 Fr 1.6 Fr 1.13 Fr 1.24 Fr 1.28 Color  

Rf1        0.11 naranja 

Rf2       0.20 0.20 naranja 

Rf3    0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 incoloro  

Rf4    0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 naranja 

Rf5    0.53 0.53 0.53 0.53  violeta 

Rf6  0.73 0.73 0.73     amarillo 

Rf7 0.94 0.94       rosa 

El chequeo por HPLC-DAD de las fracciones puras permitió observar el grado de pureza requerida 

para proceder a su caracterización estructural por RMN-H1. Los tiempos de retención y los máximos 

de absorción del compuesto mayoritario en cada fracción se muestran en la tabla 6 y no coinciden 

con ninguno de los patrones analizados (Tabla 3). 
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Tabla 6. Tiempos de retención y máximos de absorción (nm) en fracciones puras 
obtenidas al procesar el Filtrado 1 provenientes de raíces de M. royoc L.  

Fracción Tiempo de retención (min) Máximos de absorción (nm) 

Fr 1.1 30.153 215.6, 259.1, 298.1, 424.5 

Fr 1.3 23.400 215.6, 253.2, 286.3, 388.4 

Con el objetivo de obtener compuestos no identificados en las fracciones del Filtrado 1 se 

procesaron los Filtrados 2 y 3. Estos dos Filtrados se unieron y se procedió a la separación a través 

de cromatografía en columna de gel de sílice. Se obtuvieron 23 fracciones de 2 mL, las cuales se 

unieron en 4 grupos según su perfil en cromatografía en capa fina y análisis de HPLC-DAD: Fr 

2.3.1 (fracción 1), Fr 2.3.8 (fracciones 2-15), Fr 2.3.19 (fracciones 16-21), Fr 2.3.23 (fracciones 22-

23). Todas las fracciones tuvieron una pureza aceptable para el análisis estructural (Esquema 2). Los 

tiempos de retención y los máximos de absorción (HPLC-DAD) de los compuestos puros se 

observan en la tabla 7. 

Tabla 7. Tiempos de retención y máximos de absorción (nm) en fracciones puras 
obtenidas al procesar los Filtrados 2 y 3 provenientes de raíces de M. royoc L.  

Fracción Tiempo de retención (min) Máximos de absorción (nm) 

Fr 2.3.1 30.154 215.6, 259.1, 298.1, 424.5 

Fr 2.3.8 26.400 230.8, 260.3, 300.5, 448.7 

Fr 2.3.19 25.241 244.9, 280.3, 408.9 

Fr 2.3.23 24.579 219.1, 269.7, 412.5 

Cromatografía preparativa en capa fina (CCF preparativa). 

La fracción Fr 1.28 (obtenida a partir de la purificación por columna de gel de sílice del Filtrado 1, 

Esquema 1) se utilizó en el aislamiento de los productos por CCF preparativa por tener compuestos 

que no fueron separados mediante la cromatografía en columna. Se observó la presencia de tres 

bandas de color naranja y otra incolora pero medible en el UV a 254 nm. Las cuatro bandas 

(Fr 1.28.1, Fr 1.28.2, Fr 1.28.3 y Fr 1.28.4) se cortaron y los compuestos se extrajeron del gel de 

sílice. La tabla 8 muestra los tiempos de retención y los máximos de absorción de los compuestos 

puros obtenidos de cada una de las fracciones. 
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Tabla 8. Tiempos de retención y máximos de absorción (nm) de las bandas puras 
obtenidas al procesar por CCF preparativa la fracción Fr 1.28 proveniente de la 
purificación del Filtrado 1 por columna de gel de sílice. 

Fracción Tiempo de retención (min) Máximos de absorción (nm) 

Fr 1.28.1 16.267 246.1, 280.3, 410.1 

Fr 1.28.3 18.669 240.2, 279.2, 354.0 

Fr 1.28.2 24.584 219.1, 269.7, 412.5 

Fr 1.28.4 25.246 244.9, 280.3, 408.9 

El procedimiento de separación y purificación permitió obtener diez fracciones puras que contenían 

las antraquinonas mayoritarias presentes en el extracto crudo de raíces de M. royoc L. cultivadas in 

vitro. Se obtuvieron seis fracciones del Filtrado 1, inicialmente dos (Fr 1.1; Fr 1.3) y posteriormente 

cuatro (Fr 1.28.1; Fr 1.28.2; Fr 1.28.3; Fr 1.28.4). Las restantes cuatro fracciones (Fr 2.3.1; Fr 2.3.8; 

Fr 2.3.19; Fr 2.3.23) corresponden a la unión del Filtrado 2 y el Filtrado 3. Teniendo en cuenta los 

tiempos de retención y los máximos de absorción se pudo determinar que en las diez fracciones 

puras estaban presentes un total de siete posibles antraquinonas mayoritarias diferentes, pues las 

fracciones Fr 1.1 y Fr 2.3.1; Fr 2.3.23 y Fr 1.28.2; Fr 2.3.19 y Fr. 1.28.4 corresponden a iguales 

compuestos debido a que coinciden completamente en sus longitudes de onda de máxima 

absorbancia. Las diez fracciones se analizaron por RMN-H1. 

Según los resultados que se muestran en la figura 15 aún quedan compuestos minoritarios que no se 

han aislado. Para determinar la estructura de los mismos se requiere continuar el análisis de las 

fracciones a partir de mayor masa de extracto crudo. Uno de estos compuestos minoritarios 

correspondió con la alizarina (compuesto 1), el cual se identificó por comparación de patrones pero 

no se pudo aislar del extracto crudo para ser analizado por RMN.H1. 

4.2.3 Caracterización estructural de las antraquinonas por Resonancia Magnética Nuclear de 

Hidrógeno (RMN-H1). 

El análisis por RMN-H1 de los compuestos aislados de los Filtrados 1, 2 y 3 que se obtuvieron a 

partir de extractos diclorometánicos de raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro permitió la 

identificación de las antraquinonas. Se identificaron un total de siete antraquinonas, de ellas la 

rubiadina es la primera vez que se informa en las raíces de M. royoc L. 
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Compuesto 2. Damnacantal. 

El damnacantal se aisló a partir del Filtrado 1 (Fr 1.3) como compuesto de color amarillo. Los datos 

espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de RMN-H1. 

Una señal a δ 4.08 (singulete 3H) es indicativo de la presencia de un grupo metoxi. Una señal 

aldehídica a δ 10.43 (doblete) y del grupo hidroxilo a δ 13.31 indica la presencia de estos 

sustituyentes en el anillo C de las antraquinonas. La ausencia de sustituyentes en el anillo A 

(bencénico) se soporta por las señales de los H en las posiciones 6 y 7 (δ 7.73; 7.78) y en las 

posiciones 5 y 8 (δ 8.21; 8.26. 

La ausencia en el espectro de señales para los H1, H2 y H3 es indicativa de los sustituyentes en el 

anillo C. La presencia del grupo hidroxilo en el C3 se sustenta por las señales situadas para el H4 a δ 

7.29 comparado con los desplazamientos para el H5 (δ 8.26) y el H8 (δ 8.31), debido al efecto de 

desplazamiento (apantallante) del grupo hidroxilo en posición orto. 

El damnacantal se aisló por primera vez de las raíces del género Damnacanthus (Wijnsma y 

Verpoorte, 1986). También se aisló de raíces de campo de M. royoc L. (Park, 1977) y los datos 

espectrales (RMN-H1) coinciden con los del compuesto aislado de las raíces in vitro de esta especie. 

Este compuesto se aisló de otras especies de la familia Rubiaceae (Wijnsma y Verpoorte, 1986; 

Rath et al., 1995; Han et al., 2001): a partir de raíces de M. elliptica (Ali et al., 2000, Alitheen et al., 

2010), en tallos de Heterophyllaea pustulata (Nuñez et al., 2003; Nuñez et al., 2005), en raíces y 

tallos de P. fragrans (Kanokmedhakul et al., 2005) y en raíces de M. citrifolia L. (Kiathevest et al., 

2009; Kamiya et al., 2010). 

Compuesto 3. Nordamnacantal. 

El nordamnacantal se aisló a partir del Filtrado 1 (Fr 1.1) y del Filtrado 2-3 (Fr 2.3.1) como 

compuesto de color naranja. Los datos espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el 

correspondiente espectro de RMN-H1. La presencia de un grupo α-hidroxilo adicional se soporta por 

la señal singulete a δ 14.06, señal ausente en el compuesto 2 (damnacantal). La diferencia de la señal 

del grupo aldehídico, que resultó un singulete (δ 10.42) pudiera deberse a una menor resolución en 

el espectro o a una falta real de acoplamiento con el H4. 



  Tabla 9. Datos espectrales (RMN-H1) de las antraquinonas aisladas a partir de raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro (2-8). 

Damnacantal* 
 

Nordamnacantal** Morindona* 
 

Rubiadina** 

 
Soranjidiol* 
 

Lucidina* 
  

Rubiadina 
1-metiléter*   

H1        
H2        
H3   7.24 d 

J= 7.7 
 7.42 d 

J= 7.7 
  

H4 7.65 d 
J=0.5 

7.34s 7.52 d 
J= 7.7 

7.29 s 7.645 d 
J= 7.7 se 

7.31 s 7.57 s 

H5 8.26 dd 
J= 7.8, 1.3 

8.32 d 
J= 7.7 

 8.30 dd 
J= 7.0, 1.8 

7.648 d 
J= 2.6 se 

8.23 dd 
J= 7.3, 1.6 

8.21 d 
J=7.6 

H6 7.72 t*d 
J= 7.6, 1.3 

7.85 t*d 
J=7.4 

 7.768 dd 
J= 7.0, 1.5 

 7.69 t*d 
J=7.3, 1.6 

7.66 t* 
J=7.5 

H7 7.78 t*d 
J= 7.5, 1.3 

7.82 t* d 
J=7.5 

6.99 d 
J= 8.3 

7.795 t*d 
J= 7.4, 1.5 

7.18 dd 
J= 8.6, 2.6 

7.72 t*d 
J=7.5, 1.7 

(7.60 t*) 
J=7.5 se 

H8 8.21 dd 
J= 7.6, 1.3 

8.29 d 
J= 7.4 

7.61 d 
J= 8.3 

8.26 dd 
J= 7.0, 1.7 

8.16 d 
J= 8.6 

8.15 dd 
J= 7.2, 1.7 

8.09 d 
J=7.6 

CH3   2.14 s 2.25 s 2.32 s   
CHO 10.43 d 

J=0.5 
10.50 s      

OCH3 4.08 s      2.28 s 
CH2OH      5.08 s 3.86 s 

OH 13.31 s 12.68 s 13.19 s 13.20 s 13.20 s  13.02 a 
OH  14.06 s 12.95 a     

*registrados en mezcla de CDCl3 (deuterocloroformo) y C5D5N (pentadeuteropiridina); **registrados en CDCl3; J: constante de acoplamiento; s: singulete; d: 
doblete; ddd: doblete de doblete de doblete; a: señal ancha; t*d= triplete (aparente) de dobletes; el t* equivale a un doblete de dobletes (dd) con J prácticamente 
igual; se: señal enmascarada parcialmente en principio, entre los valores H5 y H8, así como entre H6 y H7, la asignación es indistinta (entre H3 y H4 se ha seguido 
como criterio dar la posición de valor superior a H4)  
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Compuesto 5. Rubiadina. 

Compuesto 8. Rubiadina-1-metiléter. 

Figura 16. Espectro de RMN-H1 de las antraquinonas aisladas a partir de raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro. 

Compuesto 3. Nordamnacantal. Compuesto 2. Damnacantal. 
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Este compuesto se aisló a partir de diferentes especies de la familia Rubiaceae (Wijnsma y 

Verpoorte, 1986; Han et al., 2001) a partir de raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. 

(Park, 1977), en raíces y suspensiones celulares de M. elliptica (Ali et al., 2000; Chong et al., 

2005b), en raíces y tallos de P. fragrans (Kanokmedhakul et al., 2005), en raíces y suspensiones 

celulares de R. tinctorum (Boldizár et al., 2006; Orbán et al., 2008) y en raíces de M. citrifolia L. 

(Kamiya et al., 2010). 

Compuesto 4. Morindona. 

La morindona se aisló a partir de la fracción Fr 2.3.8 como un compuesto de color violeta. Los datos 

espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de RMN-H1. La 

ausencia de señales para los hidrógenos H1, H2, H5 y H6 confirma la presencia de sustituyentes en 

estas posiciones. Una señal a δ 2.14 (singulete), correspondiente a un grupo metilo, indica su 

presencia en el C2. Los protones de los carbonos C3, C4, C7 y C8 se presentaron como dos pares de 

dobletes (d) con constantes de acoplamiento de J 7.7 (H3, H4) y J 8.3 (H7, H8). La presencia de 

grupos hidroxilos se demostró por las señales a δ 13.19 y 12.95 (Tabla 9). 

La presencia de este compuesto se informó en otras especies de la familia Rubiaceae (Wijnsma y 

Verpoorte, 1986; Han et al., 2001): a partir de raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. 

(Park, 1977), en raíces de M. elliptica (Ali et al., 2000), en raíces de M. angustifolia (Aobchey et al., 

2002) y M. citrifolia L. (Kamiya et al., 2010). 

Compuesto 5. Rubiadina. 

La rubiadina se aisló de las fracciones Fr 2.3.19 y Fr 1.28.4 como compuesto de color amarillo. Los 

datos espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de     

RMN-H1. El espectro de RMN-H1 provee evidencia de la presencia de grupos hidroxilos y metilo en 

el anillo C y la ausencia de señales para los protones H1, H2, H3 confirman la sustitución en el 

mismo. La señal δ 2.25 indica la presencia de un grupo metilo en el C2. 
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Este compuesto se informó en diferentes especies de la familia Rubiaceae (Wijnsma y Verpoorte, 

1986; Likhitwitayawuid et al., 1999; Han et al., 2001). Se obtuvo a partir de raíces de M. elliptica 

(Ali et al., 2000), en tallos de H. pustulata (Nuñez et al., 2003; Nuñez et al., 2005), en raíces y tallos 

de P. fragrans (Kanokmedhakul et al., 2005), en las raíces de M. citrifolia L. (Kamiya et al., 2010), 

pero no en los frutos y hojas de esta planta (Deng et al., 2009). Los resultados de la presente 

investigación son los primeros sobre la presencia de este metabolito en las raíces de M. royoc L. 

Compuesto 6. Soranjidiol.  

El soranjidiol se aisló de las fracciones Fr 2.3.23 y Fr 1.28.2 como compuesto de color naranja. Los 

datos espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de     

RMN-H1. La presencia de cinco protones aromáticos sugiere que hay tres sustituciones en el 

compuesto y los acoplamientos sugieren que se trata de dos sistemas de dos y tres espines 

respectivamente. El anillo C presenta en C2 el grupo metilo (δ 2.32) y el grupo hidroxilo en 1         

(δ 13.20). El anillo A debe tener un sólo grupo hidroxilo, con dos protones contiguos y uno 

separado. Estas características confirman la presencia de este compuesto en las raíces in vitro de la 

M. royoc L. 

El soranjidiol se informó en otras plantas de la familia Rubiaceae (Wijnsma y Verpoorte, 1986; Han 

et al., 2001): a partir de raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. (Park, 1977), en raíces 

de M. elliptica (Ali et al., 2000), en tallos de H. pustulata (Nuñez et al., 2003; Nuñez et al., 2005) y 

en raíces de M. citrifolia L. (Kamiya et al., 2010). 

Compuesto 7. Lucidina. 

La lucidina se aisló de la fracción Fr 1.28.1 como compuesto de color naranja. Los datos espectrales 

aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de RMN-H1. El espectro 

UV y el RMN-H1 proveen evidencia de la presencia de grupos hidroxilos e hidroximetilo en el 

anillo C y la ausencia de señales para los protones H1, H2, H3 confirman la sustitución en el mismo. 

La señal δ 5.08 indica la presencia de un grupo hidroximetilo en el C2. 

La presencia de lucidina se informó en diferentes especies de la familia Rubiaceae (Wijnsma y 

Verpoorte, 1986; Han et al., 2001). Se identificó en raíces raíces de plantas en ambiente natural de 

M. royoc L. (Park, 1977), en callos de R. tinctorum, en raíces y suspensiones celulares de R. 
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tinctorum (Nakanishi et al., 2005; Boldizár et al., 2006; Orbán et al., 2007; Orbán et al., 2008) y en 

raíces de M. citrifolia L. (Kamiya et al., 2010). La lucidina no estuvo presente en extractos de frutos 

y hojas de M. citrifolia L. (Deng et al., 2009). 

Compuesto 8. Rubiadina-1-metiléter. 

La rubiadina-1-metiléter se aisló de la fracción Fr 1.28.3 como un compuesto de color amarillo. Los 

datos espectrales aparecen en la tabla 9 y la figura 16 muestra el correspondiente espectro de     

RMN-H1. La ausencia de señales para los protones H1, H2, H3 confirma la sustitución en el anillo C 

y la presencia del grupo metilo se puso de manifiesto con la señal a δ 2.28. Una señal en δ 3.86 

indicó la presencia de un grupo metoxilo. La presencia del grupo metoxilo en la posición 1 parece 

más probable que en 3, al comparar la separación de las señales del anillo A con dicha sustitución 

(compuesto 2 y 3). 

Rubiadina-1-metiléter se aisló de diferentes miembros de la familia Rubiaceae (Wijnsma y 

Verpoorte, 1986; Rath et al., 1995; Likhitwitayawuid et al., 1999; Han et al., 2001). Se observó en 

raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. (Park, 1977), raíces de M. elliptica (Ali et al., 

2000), en los tallos de H. pustulata (Nuñez et al., 2003; Nuñez et al., 2005), en las raíces y los tallos 

de P. fragrans (Kanokmedhakul et al., 2005) y en las raíces de M. citrifolia L. (Kamiya et al., 

2010). 

En este estudio se identificaron por primera vez ocho antraquinonas a partir de raíces de M. royoc. 

L. cultivadas in vitro, seis de ellas informadas por Park (1977) para raíces de plantas en ambiente 

natural. El damnacantal, nordamnacantal, morindona, rubiadina, soranjidiol, lucidina y rubiadina-1-

metiléter se lograron obtener a partir de la extracción con diferentes solventes orgánicos, 

cromatografía en gel de sílice y CCF preparativa y su identificación se realizó por resonancia 

magnética nuclear (RMN-H1), La rubiadina no se ha informado para las raíces de esta planta. La 

alizarina, antraquinona identificada por primera vez en este cultivo, se obtuvo de las raíces de M. 

royoc L. cultivadas in vitro por coincidencia con el patrón correspondiente mediante HPLC-DAD 

analítica. En la investigación se logró identificar las antraquinonas de los picos mayoritarios las 

cuales son las que pueden tener una mayor repercusión en las propiedades de actividad biológica de 

estos extractos. 
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4.3 Actividad antimicrobiana de extractos antraquinónicos de raíces de M. royoc L. 

4.3.1 Actividad antimicrobiana frente a patógenos que afectan al hombre. 

La actividad antifúngica de los extractos antraquinónicos de raíces de M. royoc L. y las 

antraquinonas puras aisladas a partir de raíces cultivadas in vitro se muestra en las tablas 10 y 11 

respectivamente. Los extractos crudos obtenidos a partir de raíces in vitro mostraron actividad a 

bajas concentraciones (1.95-15.6 µg·mL-1) sobre las levaduras que se utilizaron; igual 

comportamiento se observó para los extractos obtenidos a partir de raíces de plantas en ambiente 

natural. Al comparar la actividad antifúngica de ambos extractos con la del Fluconazol (control 

positivo de inhibición del crecimiento para levaduras) fueron más efectivos que dicho producto 

frente a C. glabrata (HU84) con CMI de 1.95 µg·mL-1 (Tabla 10). Para el resto de los patógenos la 

actividad de los extractos crudos fue similar o ligeramente superior a la que se logró con el 

Fluconazol. 

De las antraquinonas que se evaluaron sólo la morindona mostró actividad antifúngica sobre todas 

las levaduras ensayadas con valores de CMI de 1.95 µg·mL-1 (Tabla 11). De forma interesante, la 

Tabla 10. Actividad antifúngica (CMI µg·mL-1) de los extractos antraquinónicos de raíces 
cultivadas in vitro y raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. 

Actividad antifúngica (CMI µg·mL-1)* 
Patógenos Extracto de 

raíces in vitro 
Extracto de raíces de plantas 

en ambiente natural 
Fluconazol** 

Candida albicans 501 15.63 15.63 0.488 

Candida albicans 53 15.63 15.63 15.63 

Candida albicans 498 15.63 15.63 1.95 

Candida tropicales 166 15.63 15.63 1.95 

Candida glabrata 84 1.95 1.953 31.25 

Candida krusei 168 15.63 15.63 3.9 

Candida parasilopsis 96 15.63 15.63 0.975 
CMI: Concentración mínima inhibitoria, 
*No se realizó análisis estadístico porque no hubo variabilidad entre las observaciones de las tres réplicas;  
** Control positivo. 
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morindona fue más efectiva frente a C. glabrata (HU84), C. albicans (HU53) y C. krusei (HU168) 

que el Fluconazol; mientras ambos compuestos tuvieron similar potencial sobre C. albicans 

(HU498) y C. tropicalis (HU166). En el ensayo de actividad antimicrobiana el control del solvente 

(DMSO) no afectó el crecimiento de las cepas. 

Tabla 11. Actividad antifúngica (CMI µg·mL-1) de las antraquinonas purificadas a partir de las 
raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro. 

Actividad antifúngica (CMI µg·mL-1)* Patógenos 

1 2 3 4 5 6 7 8 Fluconazol**

Candida albicans 501 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 0.488 

Candida albicans 53 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 15.63 

Candida albicans 498 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 1.95 

Candida tropicales 166 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 1.95 

Candida glabrata 84 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 31.25 

Candida krusei 168 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 3.9 

Candida parasilopsis 96 N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 0.975 
CMI: Concentración mínima inhibitoria,  
*No se realizó análisis estadístico porque no hubo variabilidad entre las observaciones de las tres réplicas,  
** Control positivo,  
1: Alizarina, 2: Damnacantal, 3: Nordamnacantal, 4: Morindona, 5: Rubiadina, 6: Soranjidiol, 7: Lucidina, 8: 
Rubiadina-1-métiléter, N.D: No detectada en las concentraciones evaluadas.  

Otros investigadores informan sobre la actividad antimicrobiana de antraquinonas obtenidas de otras 

especies de plantas. Por ejemplo, Agarwal et al. (2000) publicaron valores mayores de CMI 

(250 µg·mL-1) para un extracto metanólico a partir de raíces de Rheum emodi frente a C. albicans, 

comparados a los que se obtuvieron por las antraquinonas puras presentes en el extracto    

(50 µg·mL-1). De igual forma, Kuete et al. (2007) informaron la actividad antimicrobiana de 

extractos crudos y antraquinonas aisladas de V. laurentii. La CMI que obtuvieron mediante el 

ensayo de microdilución para los extractos crudos fue de 78.12 y 312.5 µg·mL-1 contra las cepas de 

C. glabrata y C. albicans, respectivamente. En el caso de las antraquinonas los valores fueron de 

1.22 y 2.44 µg·mL-1 contra las mismas cepas. Estos resultados concuerdan con los que se obtuvieron 

en la presente investigación, donde los extractos crudos de raíces in vitro y raíces de plantas en 
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ambiente natural mostraron valores de CMI mayores que la morindona (Tablas 10 y 11), excepto 

para la cepa C. glabrata que fue la más susceptible (CMI de 1.95 µg·mL-1) a los extractos crudos 

que se evaluaron. 

El extracto antraquinónico del tallo de H. pustulata mostró actividad antifúngica frente a C. 

albicans, C. tropicales, C. krusei y C. parasilopsis mediante el método de difusión en agar (Nuñez 

et al., 2003). Sin embargo, a diferencia de los extractos de M. royoc L., el extracto de H. pustulata 

no fue activo sobre C. glabrata. Alanís et al. (2007) evaluaron diferentes extractos de plantas sobre 

las cepas C. albicans 501 y C. albicans 498 e informaron valores de CMI entre 31-500 µg·mL-1. El 

extracto con menor CMI fue el butanólico, obtenido a partir de Euphorbia prostrata. En todos los 

casos los extractos crudos que se obtuvieron de raíces in vitro y raíces de plantas en ambiente 

natural de M. royoc L. y la morindona aislada de raíces in vitro mostraron mayor actividad frente 

ambas cepas de levaduras (Tablas 10 y 11). 

Mishra et al. (2010) informaron la presencia de una nueva antraquinona (1-metill-2-(3′-metil-but-2′-

eniloxi antraquinona) aislada de semillas de A. marmelos Correa, que tuvo fuerte actividad 

antifúngica sobre Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger y C. albicans. La antraquinona tuvo 

valores de CMI sobre C. albicans de 31.25 µg·mL-1 y 6.25 µg·disco-1 mediante los métodos de 

microdilución y difusión en agar, respectivamente. Como se puede observar, ambos valores son más 

altos que los obtenidos para los extractos crudos de raíces in vitro y raíces de plantas en ambiente 

natural de M. royoc L. y la morindona aislada de estas raíces. 

Marzouk et al. (2009) evaluaron el extracto acuoso y acetónico de varios órganos de Citrullus 

colocynthis frente a diferentes cepas de Candida. Los extractos presentaron alto contenido de 

alcaloides y flavonoides. Las cepas más susceptibles fueron C. albicans y C. glabrata con valores de 

CMI entre 0.10-6.50 mg·mL-1. Estas concentraciones son superiores a las que se encontraron para 

las extractos crudos y la morindona extraída a partir de raíces in vitro de M. royoc L. frente a estas 

mismas cepas, lo que demuestra las aplicaciones potenciales que pudieran tener estos extractos 

frente a estos patógenos. Debido a la fuerte actividad (CMI de 100 µg·mL-1) de los extractos de C. 

coloynthis sobre C. glabrata estos autores sugirieron la posibilidad del uso de los mismos sólos o 

combinados con Anfotericina B. 
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Aunque en el presente estudio el nordamnacantal y el damnacantal no mostraron actividad 

antifúngica a concentraciones inferiores 15 µg·mL-1 (Tabla 11), se informó que estos compuestos 

son activos sobre C. albicans a concentraciones de 6 y 22.6 µg·mL-1, respectivamente 

(Kanokmedhakul et al., 2005). Singh et al. (2006) informaron CMI de 50 µg·mL-1 para el 

damnacantal aislado a partir de Saprosma fragrans. La actividad antifúngica de las antraquinonas 

nordamnacantal, damnacantal y morindona aisladas a partir de la planta M. elliptica puede ser 

debido a la presencia de un grupo formil en el carbono C2 y un hidroxilo en el damnacantal y el 

nordamnacantal y a los grupos hidroxilos en la morindona (Ali et al., 2000). 

Xiang et al. (2008) evaluaron la actividad antimicrobiana de seis antraquinonas aisladas a partir de 

las raíces de M. angustifolia: 1,8-dihidroxi-2-metil-3,7-dimetoxiantraquinona, damnacantal-3-0-β-

primeveroside, 1,3-dihidroxi-2-metilantraquinona, lucidita-ω–etiléter, damnacantal-ω-butiléter y el 

damnacantal. El compuesto 1,8-dihidroxi-2-metil-3,7-dimetoxiantraquinona mostró mayor actividad 

antifúngica sobre C. albicans y S. sake. El resto de las antraquinonas mostraron débil o ninguna 

actividad a la concentración de 13.3 µg·disco-1. 

Según Nuñez et al. (2003), Candida es el cuarto germen aislado a partir de los hemocultivos 

asociados con el 38% de mortalidad. Clínicamente se desea tener un medicamento (extracto o 

compuesto) con potencial para inhibir el crecimiento de varias cepas de Candida, debido a que 

cualquiera de las cepas puede provocar candidiasis, la cuarta de las infecciones sistémicas más 

comunes y en la mayoría de los casos es causada por C. albicans (50-60%), C. glabrata (15-20%), 

C. parasilopsis (10-20%), C. tropicalis (6-12%) y C. krusei (1-3%) (Hidalgo y Vázquez, 2008). 

Se plantea que extractos con valores de CMI por debajo de 1000 µg·mL-1 se consideran extractos 

con fuerte potencial antifúngico (Carmeli et al., 1999). Los autores informaron CMI de 800 µg·mL-1 

para Epilobium augustifolium sobre C. albicans ATCC 90028. En este contexto, es muy interesante 

el hecho que el extracto crudo de raíces in vitro, raíces de plantas en ambiente natural y la 

morindona extraída de raíces in vitro de M. royoc L. mostraron buena actividad antifúngica sobre 

siete aislados clínicos de especies de Candida pues sólo pocos agentes antifúngicos son efectivos 

contra la candidiasis causada por C. albicans. Tres de estos agentes son la Anfotericina B, el 

Fluconazol y el Itraconazol (Tamokou et al., 2008). El tratamiento de candidiasis a menudo requiere 
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la combinación de estos agentes, sin embargo se ha observado resistencia y efectos adversos en el 

tratamiento con estos antifúngicos (Rahalison et al., 1991; Carrillo-Muñoz et al., 2006).  

Aunque se informa que las antraquinonas pueden inhibir el crecimiento de los patógenos fúngicos 

que se estudiaron en esta investigación, no se encontraron referencias sobre la actividad 

antimicrobiana de estos compuestos extraídos de raíces de M. royoc L. 

La actividad antibacteriana de los extractos antraquinónicos de raíces de M. royoc L. y las 

antraquinonas puras aisladas de raíces cultivadas in vitro se muestra en las tablas 12 y 13, 

respectivamente. De los resultados que se obtuvieron se puede notar que las bacterias Gram-

positivas (S. aureus y E. faecales) fueron las más sensibles a los dos extractos probados, ya que 

presentaron CMI entre 31.25 y 62.5 µg·mL-1 (Tabla 12).  

Tabla 12. Actividad antibacteriana (CMI µg·mL-1) de los extractos antraquinónicos de raíces 
cultivadas in vitro y raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. 

Actividad antibacteriana (CMI µg·mL-1)* Patógenos 

Extracto de 
raíces in vitro 

Extracto de raíces de 
plantas en ambiente 

natural 

Cefalotina**

Staphylococcus aureus resistente a Oxac. 31.25 31.25 62.5 

Staphylococcus aureus ATCC 12598 62.50 62.50 0.488 

Enterococcus faecales 62.50 31.25 31.25 

Escherichia coli 250.00 250.00 0.975 

Acinetobacter baumanii N.D N.D 62.5 

Pseudomonas aeruginosa N.D N.D N.D 

Klebsiella pneumoniae N.D N.D 62.5 
CMI: Concentración mínima inhibitoria,  
*No se realizó análisis estadístico porque no hubo variabilidad entre las observaciones de las tres réplicas; 
**Control positivo.  
N.D: No detectada en las concentraciones evaluadas.  

Los extractos crudos no fueron activos contra A. baumanii, P. aeruginosa y K. pneumoniae 

(bacterias Gram-negativas) incluso a la concentración más alta de 1000 µg·mL-1, sólo fueron activos 

frente a E. coli con valores de CMI de 250 µg·mL-1. Al comparar la actividad antibacteriana 

mostrada por de los extractos crudos con el antibiótico utilizado como control, se observó que 
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fueron más activos que la Cefalotina frente a la cepa S. aureus resistente a Oxacillina evaluada. En 

el ensayo de actividad antibacteriana el control del solvente (DMSO) no afectó el crecimiento de las 

cepas.   

De los compuestos puros sólo la morindona mostró actividad antibacteriana contra S. aureus 

resistente a Oxacillina (CMI 15.6 µg·mL-1) (Tabla 13). Interesantemente, la única diferencia entre la 

morindona y el soranjidiol es la presencia de un grupo hidroxilo en la posición 5 de la morindona, 

por lo que se infiere que este grupo puede tener un efecto en la actividad encontrada.  

Tabla 13. Actividad antibacteriana (CMI µg·mL-1) de las antraquinonas purificadas a partir de 
las raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro. 

Actividad antibacteriana (CMI µg·mL-1)* Patógenos 

1 2 3 4 5 6 7 8 Cefalotina**

Staphylococcus aureus resistente a Oxa. N.D N.D N.D 1.95 N.D N.D N.D N.D 62.5 

Staphylococcus aureus ATCC 12598 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.488 

Enterococcus faecales N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 31.25 

Escherichia coli N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.975 

Acinetobacter baumanii N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 62.5 

Pseudomonas aeruginosa N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 

Klebsiella pneumoniae N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 62.5 
CMI: Concentración mínima inhibitoria, 
* No se realizó análisis estadístico porque no hubo variabilidad entre las observaciones de las tres réplicas;  
** Control positivo,  

1: Alizarina, 2: Damnacantal, 3: Nordamnacantal, 4: Morindona, 5: Rubiadina, 6: Soranjidiol, 7: Lucidina, 8: 
Rubiadina-1-métiléter, N.D: No detectada en las concentraciones evaluadas.  

En este estudio se demostró un amplio efecto de la morindona contra siete cepas de levaduras (Tabla 

11) y una promisoria actividad sobre S. aureus resistente a Oxacillina (Tabla 13). Esta actividad 

parece estar relacionada con la estructura de la morindona (grupos hidroxilos en la posición 5 y 6), 

aunque el mecanismo de acción en raíces in vitro y raíces de plantas en ambiente natural de M. 

royoc L. no se conoce. En el resto de las antraquinonas los grupos hidroxilos pueden interactuar con 

los grupos metilo, metoxi y aldehído mediante la formación de puentes de hidrógeno e interferir en 

la posible actividad que pudieran provocar esos grupos. Los grupos funcionales hidroxilo, 
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hidroximetilos y carboxilos presentes en las antraquinonas mejoran la actividad antimicrobiana 

(Yanwen et al., 2005). 

La actividad antibacteriana de las antraquinonas obtenidas de otras especies de plantas se ha 

estudiado por otros investigadores. Por ejemplo, de las seis antraquinonas evaluadas por Xiang et al. 

(2008) el compuesto 1,8-dihidroxi-2-metill-3,7-dimethoxiantraquinona mostró mayor actividad 

antibacteriana sobre B. subtilis, E. coli, y Micrococcus luteus a la concentración de 13.3 µg·disco-1 y 

no fueron activas frente a S. aureus. De igual forma, Li et al. (2009) evaluaron la actividad 

antibacteriana de dos antraquinonas (6-acetoxi-1-hidroxi-2-metilantraquinona-3-0-α-L-

ramnopiranósida y 1-acetoxi-6-hidroxi-2-metilantraquinona-3-0-[α-L-ramnopiranosil-(1>2)-β-D-

lucopiranósida, aisladas de R. cordifolia. Las antraquinonas mostraron actividad contra las bacterias 

Gram-positivas B. subtilis, S. faecalis y B. cereus a 20 µg·disco-1. 

Los extractos antraquinónicos de raíces de M. royoc L. no mostraron actividad frente a 

K. pneumoniae (Tabla 12). Sin embargo, Fabri et al. (2009) informaron valores de CMI de 

313 µg·mL-1 para el extracto diclorometánico de hojas de Mitracarpus frigidus frente a esta cepa. 

Contrastantemente, ese extracto tuvo valores mayores de CMI frente a S. aureus (313 µg·mL-1), 

E. coli (313 µg·mL-1) y C. albicans (313 µg·mL-1) que los registrados para los extractos 

antraquinónicos de M. royoc L. frente a esos microorganismos (Tablas 12 y 13). 

El extracto etanólico de raíces de Rumex nepalensis mostró alta actividad antibacteriana frente a: 

B. subtilis, S. aureus, E. coli, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae a todas las concentraciones 

evaluadas (200, 400, 800, 1000 µg·disco-1); probablemente debido a la presencia de aloe-emodina, 

antraquinona presente en las raíces de esta planta (Ghosh et al., 2003). 

Siddiqui et al. (2007) evaluaron un extracto antraquinónico y antraquinonas puras obtenidas a partir 

de tallos de M. citrifolia L. e informaron actividad antimicrobiana del extracto contra 15 bacterias 

Gram-positivas con un halo de inhibición de 8-14 mm y 12 bacterias Gram-negativas con un halo de 

inhibición de 7-12 mm. Sin embargo, en ese estudio las antraquinonas 1-hidroxi-2-

metilantraquinona y 2-hidroximetilantraquinona, identificadas a partir del extracto, no mostraron 
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actividad antimicrobiana. Los autores refieren que otros compuestos como xantonas pudieran influir 

en la actividad del extracto.  

Al evaluar los extractos de raíces de M. royoc L. y la morindona se demostró la relación directa en la 

actividad anti-S.aureus resistente a Oxacillina. La actividad de ambos extractos de raíces de 

M. royoc L. frente a las cepas S. aureus ATCC 12598, E. faecales, y E. coli, pudiera estar 

influenciada por un efecto sinérgico de todas las antraquinonas o por otros compuestos minoritarios 

presentes. El extracto antraquinónico de tallos de H. pustulata mostró actividad antibacteriana frente 

a S. aureus resistente a Oxacillina, pero no fue activo contra las bacterias Gram-negativas E. coli y 

P. aeruginosa (Nuñez et al., 2003). 

Pandey y Mishra (2010) estudiaron el efecto del extracto etanólico de Aloe barbadensis contra 

bacterias patogénicas y contrario a lo que se encontró para extractos de raíces de M. royoc L., y 

antraquinonas aisladas a partir de raíces in vitro, ese extracto fue activo sobre P. aeruginosa y 

K. pneumoniae con valores de CMI de 0.10 y 10.0 mg·mL-1, respectivamente. Además el extracto de 

A. barbadensis mostró ser activo contra otras bacterias evaluadas en esta investigación como: E. coli 

(CMI 10 mg·mL-1) y S. aureus (CMI 0.50 mg·mL-1). En todos los casos el extracto etanólico fue 

más activo que el extracto acuoso. Según los autores, el extracto etanólico presenta antraquinonas 

como uno de los componentes activos.  

Contradictorio a lo encontrado para extractos de raíces de M. royoc L., el microorganismo P. 

aeruginosa fue el más susceptible frente al extracto acuoso de Cassia occidentalis L. seguida por 

P. mirabilis, C. albicans. El extracto presenta altos contenidos de antraquinonas (Arya et al., 2010). 

James et al. (2007), Li et al. (2007), Kuete et al. (2007), Krolicka et al. (2008) y Chouna et al. 

(2009) demostraron que las bacterias Gram-positivas fueron más susceptibles que las Gram-

negativas a extractos crudos y compuestos de plantas, lo cual coincide con los resultados obtenidos 

para los extractos y antraquinonas de raíces de M. royoc L. La pared celular de las bacterias Gram-

positivas es menos compleja y carece de una filtración efectiva contra grandes moléculas debido al 

tamaño de los poros en su envoltura celular, al ser menos selectivas dejan pasar moléculas más 

grandes (Hawkey, 1998; Gould y Booker, 2000). En este contexto, el extracto etanólico de las raíces 
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transformadas de Maytenus senegalensis mostraron actividad solo frente a las bacterias Gram-

positivas B. subtilis y S. aureus con valores de CMI de 1.25 mg·mL-1 y no fue activo frente a las 

bacterias Gram-negativas E. coli y K. pneumoniae (Jain et al., 2008). En contraste, Marzouk et al. 

(2009) informaron que las bacterias Gram- negativas (E. coli y P. aeruginosa) fueron más sensibles 

que las Gram-positivas (E. faecalis y S. aureus) frente a extractos acuosos y acetónicos de 

C. colocynthis. 

De acuerdo con los resultados obtenidos para los extractos de raíces de M. royoc L. se infiere un 

efecto de amplio espectro sobre las bacterias Gram-positivas evaluadas e incluso sobre E. coli. Este 

efecto puede ser debido a la acción combinada de los compuestos presentes en las raíces, entre ellos 

la morindona. Otros autores informan este efecto entre algunos metabolitos cuando se realizaron 

estudios frente a patógenos (Didry et al., 1998; Arima et al., 2002; Tamokou et al., 2008; Kil et al., 

2009). Arima et al. (2002) informaron que aunque flavonoides glicósidos, tales como la rutina 

(quercetina-3-rutinoside) no exhibieron actividad antibacteriana, si incrementaron las propiedades 

antimicrobianas de flavonoides agliconas (ej. quercetina). Además, algunos flavonoides potenciaron 

fuertemente la acción bactericida de otros metabolitos de las plantas y antibióticos comerciales 

frente a S. aureus (Stermitz et al., 2002).  

El efecto combinado de varios metabolitos o de sinergismo puede ser el resultado de la cooperación 

de metabolitos que influyen en la permeabilidad de la pared celular de las bacterias decidiendo en 

sus propiedades antimicrobianas. Algunos metabolitos de plantas no presentan propiedades 

antimicrobianas pero modulan eficientemente la resistencia bacteriana. Estos compuestos pueden 

actuar a través de la inhibición de bombas de resistencia a varias drogas, lo que potencia la acción de 

antimicrobianos, que de lo contrario serían liberados de la célula bacteriana (Stermitz et al., 2002; 

Gibbons et al., 2005). En este contexto, Kil et al. (2009) informaron mayor actividad frente a cinco 

cepas de bacterias y una de hongo para el extracto crudo de Sorghum bicolor Moench, en 

comparación con las fracciones obtenidas por la presencia de varios tipos de metabolitos 

secundarios. Como los extractos de plantas son una mezcla compleja de compuestos, la actividad 

bactericida que se observó podría asociarse a la presencia de otros metabolitos no identificados, es 

decir, el efecto bactericida final de una preparación de plantas puede ser el resultado de la acción de 
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varios compuestos presentes en el extracto, así como de la relación de los metabolitos actuando de 

una manera sinérgica (Krolicka et al., 2008).  

Los extractos crudos y antraquinonas aislados de raíces de M. royoc L. mostraron CMI en el 

intervalo registrado para las antraquinonas y los metabolitos aislados de otras plantas 

(Kanokmedhakul, et al., 2005; Mishra et al., 2010). Teniendo en cuenta que los productos con una 

actividad antimicrobiana a concentraciones por debajo de 100 µg·mL-1 se consideran extractos con 

gran interés farmacológico (Ríos y Recio, 2005) se puede plantear, que los extractos antraquinónicos 

de raíces in vitro, raíces de plantas en ambiente natural de M. royoc L. y la morindona aislada de 

raíces in vitro de esta planta presentan un potencial para utilizarse en el tratamiento de infecciones 

causadas por algunas bacterias y hongos. Sin embargo, se recomienda estudios de modo de acción y  

la evaluación de la toxicidad de dichos extractos y la profundización en estos estudios para su 

posible uso como agentes antimicrobianos en ensayos clínicos.  

4.3.2 Actividad antimicrobiana frente a patógenos que afectan a las plantas. 

Los resultados de la actividad antimicrobiana de extractos de cultivo in vitro de raíces y de raíces de 

plantas en ambiente natural sobre hongos y omicetes que afectan a las plantas se muestra en la    

tabla 15. Los extractos antraquinónicos de raíces de M. royoc L. inhibieron el crecimiento de los 

patógenos analizados con diferente efectividad. R. solani fue el patógeno más susceptible a los 

extractos. Su crecimiento fue completamente inhibido con concentraciones de ambos extractos 

desde 62.5 a 1000 µg·mL-1. 

Los patógenos V. dahliae, A. solani, y F. oxysporum f.sp. cubense mostraron los mayores 

porcentajes de inhibición con concentraciones de ambos extractos de 500 y 1000 µg·mL-1 sin 

diferencias significativas entre ellos y si con las restantes concentraciones. El extractos de raíces      

in vitro fue más activo que el extracto de raíces de plantas en ambiente natural para los patógenos P. 

parasitica y P. infestans. Se obtuvo el mayor porcentaje de crecimiento cuando se utilizó            

1000 µg·mL-1 de los extractos con diferencias significativas con el resto de los tratamientos. Esto 

evidencia que cada extracto de una misma planta puede tener actividad antimicrobiana específica y 

diferente modo de acción frente a los patógenos microbianos (Vinale et al., 2010).  



 
 Tabla 15.  Actividad antimicrobiana de los extractos antraquinónicos a partir de raíces cultivadas in vitro y raíces de plantas en 

ambiente natural  de  M. royoc L. frente a hongos y omicetes que afectan a las plantas. 

Porcentaje de inhibición 
Extracto Concentración 

(µg·mL-1) 
Verticillium 

dahliae 
Alternaria 

solani 
Phytophthora 

parasitica 
Fusarium 
oxysporum  

f.sp. cubense 

Phytophthora 
infestans 

Rhizoctonia 
solani 

1000 50.87 a 80.57 a 90.28 a 98.28 a 99.28 a 100 a
500 37.71 b 48.89 b 74.75 b 88.62 ab 90.95 b 100 a
250 26.97 c 31.71 cd 62.74 bc 83.05 abc 72.77 c 100 a
125 13.98 d 23.89 de 51.75 cd 76.62 bcd 50.42 e 99.06 a
62.5 12.58 de 20.53 de 36.25 ef 66.84 cde 12.25 hi 99.28 a
31.25 6.24 ef 18.77 e 23.84 gh 51.45 ef 7.51 ij 50.44 b
15.63 0 f 1.24 f 12.32 hi 16.46 g 0 k 27.18 c

Extracto de 
raíces in vitro 

0 0 f 0 f 0 j 0 h 0 k 0 d
1000 50.97 a 81.25 a 51.23 cd 99.28 a 62.43 d 100 a
500 38.05 b 49.60 b 44.37de 91.95 ab 50.08 e 100 a
250 26.64 c 39.02 bc 33.39 efg 86.28 ab 42.91 f 100 a
125 12.98 de 28.04 cde 24.48 fgh 78.18 bcd 31.84 g 99.06 a
62.5 11.58 de 23.70 de 20.53 h 64.77def 18.98 h 95.95 a
31.25 5.91 ef 18.27 e 13.68 hi 50.12 d 6.24 ijk 51.63 b
15.63 0 f 2.19 f 6.40 ij 18.46 g 2.52 jk 26.70 c

Extracto de 
raíces de plantas 

en ambiente 
natural 

0 0 f 0 f 0 j 0 h 0 k 0 d
Media general 18.47 28.60 34.12 60.65 34.26 71.83

Error típico de la media 0.025 0.051 0.065 0.07 0.026 0.024
Medias con letras desiguales difieren estadísticamente (ANOVA bifactorial, Tukey HSD, p≤0.05, n=3). Para el tratamiento estadístico, los datos se 
transformaron de acuerdo con y´= 2arcoseno (y/100)0.5.Los datos que se presentan en la tabla son los datos no transformados. 
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Los hongos F. oxysporum f.sp. cubense y R. solani presentaron inhibición del 50% del crecimiento 

(CI50) con concentraciones de aproximadamente 31.25 µg·mL-1 para ambos extractos (Tabla 15). Es 

importante señalar que los hongos de conidio coloreado como es el caso de R. solani son más 

difíciles de controlar por productos naturales de plantas. Singh et al. (1990), observaron que 

aquellos hongos que tenían conidios coloreados requerían mayores concentraciones de ajoene, 

metabolito aislado de Allium sativum, para inhibir la germinación del conidio.  

Molina-Torres et al. (2004) observaron diferencias en la inhibición del crecimiento de la afinina en 

dependencia del fitopatógeno. Los hongos y omicetes con micelios hialinos, tales como Sclerotium 

rolfsii, Sclerotium cepivorum y P. infestans, fueron más susceptibles que aquellos que presentaron 

micelios coloreados. En la figura 17 se observa la inhibición del crecimiento micelial de R. solani en 

presencia (Figura 17A) o ausencia (Figura 17B) de extracto antraquinónico (31.25 µg·mL-1) de 

cultivo in vitro de raíces de M. royoc L.  

               

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Inhibición del crecimiento microbiano por el extracto antraquinónico de raíces de 
M. royoc L. cultivadas in vitro. Crecimiento del micelio de R. solani después de las 
48 horas en ausencia (A) y presencia (B) de extracto antraquinónico (31.25 µg.mL-1).  

En la literatura las antraquinonas muestran su efecto con concentraciones inhibitorias del 50% del 

crecimiento del patógeno mayores a las observadas en este estudio. Por ejemplo, las antraquinonas 

emodina, fisiona y reina aisladas a partir de C. tora L. presentaron actividad antifúngica sobre R. 

solani, B. cinerea, P. infestans y E. graminis con valores de CI50 entre 102 y 46 mg·L-1. La cepa más 

susceptible frente a todas las antraquinonas evaluadas fue E. graminis (Kim et al., 2004). Los 

A B
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compuestos sesquiterpenoides aislados de Calocedrus macrolepis mostraron valores de CI50 de 

15.2-21.0 y de 30.1-34.2 µg·mL-1 frente a R. solani y F. oxysporum en ensayos in vitro, pero el 

extracto crudo de esta planta a una concentración de 2 mg·L-1 sólo inhibió el 33.1% y 15.0% del 

crecimiento de ambos patógenos (Chang et al., 2008). Esto puede estar dado por la concentración en 

que se encuentre un compuesto antimicrobiano específico en el extracto crudo o al efecto sinérgico 

de los compuestos presentes 

La purificación de las antraquinonas a partir de los extractos, como futura formulación para su uso 

en la agricultura, es un proceso costoso. Es por eso que en este estudio sólo se evaluaron los 

extractos crudos, teniendo en cuenta que su producción a gran escala es más factible 

económicamente. Además en estudios previos frente a patógenos que afectan al hombre se pudo 

comprobar que los extractos crudos presentan mayor actividad antimicrobiana que las antraquinonas 

puras, posiblemente por efecto sinérgico. El efecto sinérgico de las antraquinonas también se 

informa frente a patógenos de plantas. Por ejemplo, mediante la combinación de dos o más 

moléculas en un extracto, como es el caso de las antraquinonas fisiona y crisofanol, se logró 

actividad contra hongos en plantas de Cucumis sativus L. y Triticum aestivum (Yang et al., 2007). 

En este contexto, Godard et al. (2009) informaron que las fracciones purificadas y la antraquinona 

pura (emodina) presentaron menor actividad fungitóxica sobre P. viticola, que el extracto crudo. Los 

extractos crudos indujeron la acumulación de fitoalexinas, incrementaron la actividad peroxidasa y 

provocaron una reacción de hipersensibilidad no encontrada para las fracciones y la emodina.  

Varios grupos de investigación informan actividad antifúngica de diferentes extractos de plantas a 

mayores concentraciones que los resultados que se obtuvieron en esta investigación para extractos 

de M. royoc L. Por ejemplo, Sharma y Kumar (2009), evaluaron el efecto de concentraciones de 

extractos etanólicos de diferentes órganos de Capparis decidua, Lantana camara y Tridax 

procumbens sobre el crecimiento de F. oxysporum. Los autores informaron que 12 de los extractos a 

una concentración de 5 mg·mL-1 inhibieron más del 70% la germinación de las esporas y más del 

80% fue inhibido por nueve de los extractos a 10 mg·mL-1. 
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Kim et al. (2003) evaluaron las propiedades fungicidas in vivo de diferentes extractos de Curcuma 

longa L. El extracto hexánico a 1000 mg·mL-1 demostró actividad fungicida y anti-omicete frente a 

E. graminis, P. infestans, y R. solani y el extracto de etil acetato a 1000 mg·L-1 demostró actividad 

frente a B. cinerea, P. infestans, Puccinia recondita y R. solani. A partir de esta fracción purificaron 

el metabolito cucurmina el cual a una concentración de 500 µg·mL-1 mostró una actividad de 100, 

100 y 63% frente a P. infestans, P. recondita y R. solani respectivamente.  

La Tabla 16 muestra que ambos extractos fueron activos para inhibir el crecimiento de las bacterias 

P. carotovorum subsp. carotovorum y X. campestris p.v. phaseoli. Para la bacteria P. carotovorum 

subsp. carotovorum no hubo diferencias significativas en los tratamientos entre los extractos de 

raíces in vitro y raíces en ambiente natural en las concentraciones 250-1000 µg·mL-1 y si con las 

restantes concentraciones de los dos tratamientos. Sin embargo, en los tratamientos de extractos de 

raíces en ambiente natural, la concentración de 125 µg·mL-1 no mostró diferencias significativas con 

respecto a las concentraciones mayores que se evaluaron (250, 500, 1000 µg·mL-1). Los mayores 

porcentajes de inhibición del crecimiento de X. campestris p.v. phaseoli se obtuvieron con 

concentraciones para ambos extractos entre 500-1000 µg·mL-1 con diferencias significativas con el 

resto de los tratamientos.  

Molina-Torres et al. (2004) evaluaron la actividad antimicrobiana de afinina, la principal alkamida 

aislada de las raíces de Heliopsis longipes. En presencia de 150 mg·mL-1 este compuesto mostró 

fuerte actividad sobre los hongos P. infestans, R. solani AG-3, R. solani AG-5, S. cepivorum y 

S. rolfsii. Se encontró baja sensibilidad frente a P. infestans y Verticillium sp. La actividad frente a 

bacterias fue menor que frente a hongos. P. carotovorum subsp. carotovorum no fue sensible a este 

compuesto. Sin embargo, en este trabajo ambos extractos de raíces de M. royoc L. inhibieron el 

crecimiento de la bacteria con todas las concentraciones evaluadas con diferentes porcentajes de 

inhibición.  
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Es importante señalar que ambos extractos mostraron actividad frente a dos importantes bacterias de 

plantas, lo cual es un tema poco abordado en la literatura y abre la posibilidad del empleo de los 

extractos en el control de bacterias fitopatógenas. Las antraquinonas presentan diferentes 

mecanismos de acción para inhibir directamente el crecimiento de los patógenos. Por ejemplo, estos 

metabolitos pueden modular las propiedades físicas de las membranas (Alves et al., 2004). Además 

Tabla 16.   Actividad antimicrobiana de los extractos antraquinónicos a partir de raíces cultivadas 
in vitro y raíces de plantas en ambiente natural de  M. royoc L. frente a bacterias 
patógenas de plantas. 

Porcentaje de Inhibición Extracto Concentración
(µg·mL-1) Pectobacterium carotovorum 

subsp. carotovorum 
Xanthomonas campestris 

p.v. phaseoli 

1000 100 a 95 a 

500 100 a 87 ab 

250 93.85 ab 80.90 bc 

125 85.67 bc 72 cd 

62.5 78.61 cd 68.67 cd 

31.25 53 e 48.33 f 

15.63 30.67 f 45.34 f 

Extracto de 
raíces in vitro 

0 0 g 0 g 

1000 99 a 87.33 ab 

500 98 ab 87.40 ab 

250 96.33 ab 76.02 bcd 

125 93.85 ab 68.02 d 

62.5 67.95 d 64.54 de 

31.25 53.77 e 52.68 ef 

15.63 44.25 e 42 f 

Extracto de 
raíces de plantas 

en ambiente 
natural 

0 0 g 0 g 

Media general 68.43 60.95 

Error típico de la media 0.082 0.040 
Medias con letras desiguales difieren estadísticamente (ANOVA bifactorial, Tukey HSD, p≤0.05, n=3). Para el 
tratamiento estadístico los datos se transformaron de acuerdo con y´= 2arcoseno (y/100)0.5. Los datos que se presentan 
en la tabla son los datos no transformados. 
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pueden formar un complejo irreversible con aminoácidos nucleofílicos de las proteínas de los 

patógenos, lo que a menudo conduce a la inactivación de las mismas y a la pérdida de sus funciones 

o pueden inhibir la síntesis de las proteínas bacterianas al bloquear el ribosoma A (Stern et al., 1996; 

Pandey y Mishra, 2010). Estudios posteriores se llevarán a cabo para elucidar el modo de acción del 

extracto y las antraquinonas identificadas en este estudio. 

De forma general, estos resultados sugieren que los extractos de raíces de M. royoc L. podrían 

utilizarse como potenciales pesticidas aunque son necesarios otros estudios de toxicidad y actividad 

sobre microorganismos de la microflora.  

4.3.2.1 Efecto de la acción protectora de extractos antraquinónicos en la fase de semillero en el cultivo 

del tabaco. 

En la tabla 17 aparece el efecto protector de los extractos en las semillas de tabaco sembradas en 

sustrato con infección natural de los patógenos del suelo: P. parasitica, P. aphanidermatum y R. 

solani. Como se puede observar cuando las semillas se trataron previo a su siembra con los extractos 

antraquinónicos se obtuvieron los mayores porcentajes de germinación (95.5% y 96.2%) con 

diferencias significativas con las semillas sin tratar (Tabla 17), lo cual muestra el efecto protector de 

ambos extractos. La figura 18 muestra la germinación de las semillas de tabaco en los diferentes 

tratamientos evaluados. Como se observa, hubo un mayor número de semillas germinadas cuando se 

trató a las semillas con los extractos de raíces de M. royoc L.  

Tabla 17. Porcentaje de germinación de semillas de tabaco germinadas en sustrato en 
condiciones de infección natural con los patógenos: P. parasitica, P. 
aphanidermatum y R. solani.  

Tratamiento a las semillas Porcentaje de 
germinación 

Semillas sumergidas en agua destilada estéril 17.6 c 

Semillas sumergidas en extracto antraquinónico de raíces in vitro (1mg·mL-1) 95.5 a 

Semillas sumergidas en extracto antraquinónico de raíces de plantas en 
ambiente natural (1mg·mL-1) 

96.2 a 

Medias con letras desiguales difieren estadísticamente (ANOVA de un factor, Tukey HSD, p≤0.05, n=3).  
Media general= 24.9%; Error típico de la media= 1.19. Para el tratamiento estadístico los datos se transformaron de 
acuerdo con y´= 2arcoseno (y/100)0.5. Los datos que se presentan en la tabla son los datos no transformados. 
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Figura 18: Semillas de tabaco germinadas en sustrato en condiciones de infección natural con 
los patógenos: P. parasitica, P. aphanidermatum y R. solani. A: Semillas 
sumergidas en agua destilada estéril, B: Semillas sumergidas en extracto 
antraquinónico de raíces in vitro de M. royoc L. (1mg·mL-1), C: Semillas 
sumergidas en extracto de raíces de plantas en ambiente natural (1mg·mL-1). 

Las enfermedades de las plantas juegan una función directa en la destrucción de fuentes naturales en 

la agricultura. En particular, los patógenos del suelo tales como Phythium sp., Phytophthora sp., 

Botrytis sp., Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. causan importantes pérdidas en las cosechas (Benítez et 

al., 2004). Los productos naturales de las plantas presentan un alto potencial para su uso en 

programas de manejo de plagas y enfermedades (Sharma y Kumar, 2009; Yang et al., 2009). Sin 

embargo, el resultado de los programas de tamizaje demuestra que la probabilidad de encontrar 

compuestos altamente activos es baja. Normalmente se estima una probabilidad de 0.01 % 

(Mendoza et al., 2007). 

Existen diferentes metabolitos secundarios con probada actividad sobre hongos fitopatógenos. Por 

ejemplo, los aceites esenciales de Salvia fruticosa fueron efectivos sobre los hongos: R. solani, 

Sclerotinia sclerotiorum y Fusarium solani (Pitarokili et al., 2003). Estos compuestos aislados de 

Thymbra spicata, Satureja thymbra y Origanum minitiflorum inhibieron el crecimiento de los 

patógenos del suelo: F. moniliforme, R. solani, S. sclerotiorum y Phytophthora capsici (Muller-

Riebau et al., 1995). Los derivados de cumarinas presentaron alta efectividad in vitro para inhibir el 

crecimiento de los patógenos Macrophomina phaseolina y Pythium spp. (Brooker et al., (2007). Los 

compuestos secundarios asaronaldehido y α-asarona mostraron fuerte actividad antimicrobiana in 

vivo sobre R. solani y P. infestans a 1mg·L-1 (Lee, 2007).  

A                               B                                  C                                 
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Las antraquinonas aisladas de plantas presentan alta actividad antifúngica frente a hongos 

fitopatógenos. Existe una formulación comercial (Milsana®) a base de antraquinonas que controla el 

mildio polvoriento del pepino (Kim et al., 2004; Konstandinidou-Doltsinis et al., 2007; Rosca-

Casian et al., 2007). Milsana® también fue efectiva para el control de semillas de frijol con  

Colletotrichum lindemuthianum pero estuvo asociado con una reducción en emergencia (Tinivella et 

al., 2009). Según Koch et al. (2010), después del tratamiento de las semillas se puede observar un 

efecto protector si el agente penetra dentro de la semilla y alcanza los tejidos activos 

fisiológicamente de los brotes en desarrollo. Los extractos de raíces de M. royoc L. pudieran estar 

actuando por este mecanismo de acción, aunque es necesario realizar otros estudios para afirmarlo.  

Se conoce que diferentes especies de Trichoderma se encuentran entre los agentes de biocontrol 

fúngico más estudiados y son útiles como biopesticidas en casas verdes y producciones de campo 

(Benítez et al., 2004; Harman et al., 2004, Liu et al., 2007). El mecanismo de biocontrol de 

Trichoderma es un proceso complejo mediado por la secreción de metabolitos secundarios (Liu et 

al., 2009). Se han caracterizado diferentes metabolitos secundarios a partir de Trichoderma spp. 

entre los que se encuentran: azafilona, butenolide, harzianolide, antraquinonas entre otros (Liu et al., 

2007, Liu et al., 2009). Las antraquinonas aisladas a partir de Trichoderma harzianum Raza Th-R16 

mostraron alta actividad antifúngica sobre R. solani y B. cinerea. El nivel de actividad encontrada 

dependió del grado de oxidación de los compuestos. Las antraquinonas altamente oxidadas fueron 

agentes antimicrobianos más potentes y pueden actuar para incrementar la eficiencia competitiva de 

Trichoderma y la resistencia del hospedero a otros patógenos (Liu et al., 2009). 

El tabaco es un cultivo de gran importancia económica a nivel mundial. Su cultivo involucra una 

fase de semillero de alrededor de 40 días, después de la cual las plantas se transfieren al campo hasta 

que alcanzan tamaño comercial. La protección en la fase de semilleros es esencial para obtener 

plantas sanas (Falcón et al., 2007). Durante esta fase las plantas sufren el ataque de varios patógenos 

del suelo que son controlados por agentes químicos (Erwin y Ribeiro, 1996). Sin embargo, cada vez 

más, se están desarrollado sistemas de manejo ecológico para eliminar el uso de agroquímicos 

(García et al., 2002).  



                                                                                                                            Resultados y Discusión 

 95

Varios patógenos del suelo desarrollan resistencia a los agroquímicos utilizados (Jaarsveld et al., 

2002), lo que hace necesario la búsqueda de sistemas de protección alternativos. Adicionalmente los 

extractos de plantas se utilizan tradicionalmente como fungicidas naturales en pequeña escala en los 

cuales el uso de químicos sintéticos no son factibles económicamente (Tegegne y Pretorius, 2007). 

En semilleros de tabaco se demostró que un polímero de quitosano en dosis entre 1.5-2.0        

mg·mL-1 causó la inhibición sobre el crecimiento de los patógenos del suelo: Phytophthora 

parasitica, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Su efecto estuvo 

acompañado con la inducción foliar de marcadores defensivos y de resistencia en plantas de tabaco 

previamente tratadas por inmersión de semillas y aspersión foliar (Falcón et al., 2007). El quitosano, 

además puede formar una barrera física en los sitios de penetración del patógeno impidiendo su 

entrada además de activar las cascadas de señalización y la activación y acumulación de compuestos 

antimicrobianos relacionados con la defensa (Hadrami et al., 2010).  

Los extractos de M. royoc L. mostraron efecto protector en las semillas de tabaco sembradas en 

suelo con infección natural. Es necesario realizar otras investigaciones que permitan determinar el 

modo de acción de estos compuestos. 

4.3.2.2 Efecto de la acción protectora de extractos antraquinónicos en plantas de tomate inoculadas con 

Alternaria solani. 

En la tabla 18 se observa el efecto de los extractos de antraquinonas (raíces in vitro y raíces en 

ambiente natural) en plantas de tomate inoculadas con A. solani. El mayor porcentaje de plantas con 

síntomas se observó en las plantas que no fueron asperjadas con los extractos. Los tratamientos con 

extractos antraquinónicos mostraron los menores porcentajes de plantas con síntomas de la 

enfermedad con diferencias significativas a los tratamientos controles. 

En experimento in vitro desarrollados en este trabajo (Tabla 15), se muestra que los extractos 

inhibieron hasta un 80% del crecimiento de A. solani a la concentración más alta estudiada              

(1 mg·mL-1). En ensayos in vivo cuando los extractos se asperjaron a esa concentración las plantas 

de tomate presentaron los menores porcentajes de síntomas de tizón temprano (A. solani) 
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comparados con el control (Tabla 18). En este caso, los extractos pudieron no solo inhibir el 

crecimiento directamente del patógeno sino inducir los mecanismos de la resistencia de las plantas 

de tomate. 

Tabla 18. Porcentaje de plantas de tomate con síntomas de tizón temprano (A. solani). 

Tratamiento Porcentaje de 
plantas con 

síntomas 

Plantas asperjadas con SDS 0.5 % (m:v) (control) 66 a 

Plantas asperjadas con agua destilada estéril (control) 72 a 

Plantas asperjadas con extracto antraquinónico de raíces in vitro (1 mg·mL-1) 16 b 

Plantas asperjadas con extracto antraquinónico de raíces de plantas en 
ambiente natural (1 mg·mL-1) 

8 b 

Medias con letras desiguales difieren estadísticamente (ANOVA de un factor, Tukey, p≤0.05, n=5).  
Media general= 40.50%; Error típico de la media= 1.8. Para el tratamiento estadístico, los datos se transformaron de 
acuerdo con y´= 2arcoseno (y/100)0.5. Los datos que se presentan en la tabla son los datos no transformados. 

El cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ocupa el primer lugar de importancia en la 

producción hortícola cubana, y constituye además, un importante renglón para la industria 

conservera del país. No obstante, sus rendimientos son bajos debido, entre otras causas, a la 

susceptibilidad a las enfermedades (Capote et al., 2002). El tizón temprano, causado por A. solani es 

una de las enfermedades que más incide en la disminución de los rendimientos del tomate pudiendo 

causar pérdidas de hasta el 79% de las cosechas en países altos productores (Chaerani et al., 2006). 

Esta enfermedad reduce el área fotosintética y en casos severos puede causar la defoliación de las 

plantas. Las medidas de control de la enfermedad incluyen rotación de cultivo de 3-5 años, 

aplicaciones de fungicidas químicos y el uso de transplantes libres de enfermedades (Chaerani et al., 

2006; Chaerani et al., 2007). 

Las antraquinonas muestran alta actividad antimicrobiana frente a patógenos de plantas mediante 

inducción de resistencia localizada debido a incrementos del contenido de fenoles, actividad de las 

enzimas β-1.3–glucanasa, quitinasa, fenilalanina-amonio-liasa, lipo-oxigenasa y catalasas (Schmitt, 

2006; Ma et al., 2010; Daayf et al., 1997). En este contexto, Dayan et al. (2009) informaron que los 
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extractos antraquinónicos pueden incrementar las especies reactivas del oxígeno y el estrés 

oxidativo dependiente de antraquinona puede inducir resistencia adquirida sistémica e inhibir 

directamente el crecimiento del patógeno. También se ha informado que la antraquinona fisiona 

modifica la expresión de genes relacionados con la defensa y especialmente la expresión del gen 

específico para la tionina (péptidos ricos en cisteínas con propiedades antimicrobianas) (Ma et al., 

2010).  

Mediante la inducción de resistencia en las plantas de tomate es posible controlar la enfermedad 

provocada por A. solani. Por ejemplo, el ácido salicílico produjo la inducción de resistencia 

sistémica adquirida en plantas de tomate contra A. solani. La adición de ácido salicílico incrementó 

los niveles de la hormona en las hojas de tomate y fue acompañado de la activación de genes 

relacionados con la patogénesis en plantas de tomate (Spletzer y Enyedi, 1999). El tratamiento foliar 

en plantas de tomate con glicósidos sintéticos combinados con aminas a una concentración de 2 

mg·mL-1 redujo el 75% de crecimiento de A. solani comparado con el control, mediante la inducción 

de mecanismos de resistencia. Con el tratamiento de ambos químicos se produjo una activación de 

la vía de fenilpropanoides, disminución de actividad peroxidada, incremento en las clorofilas y 

contenidos de proteínas (Flors et al., 2003). En este trabajo los extractos antraquinónicos de raíces 

de M. royoc L. protegieron las plantas de la infección. Resulta interesante, determinar su efecto en la 

inducción de mecanismos defensivos, en adición al demostrado efecto de inhibición del crecimiento 

del patógeno in vitro. Otros estudios relacionados con el modo de acción de las antraquinonas se 

realizarán en experimentos futuros.  

En la literatura consultada no hay informes del uso de extractos antraquinónicos para el control de  

A. solani en plantas de tomate. Sin embargo, existe un gran número de trabajos donde se muestra el 

potencial de los extractos de plantas para el control de este hongo. Por ejemplo, el extracto acuoso 

de las raíces Curcuma longa y el metabolito cucurmina a diferentes concentraciones se evaluaron 

frente a A. solani. El extracto fue más activo que el metabolito puro e inhibió el crecimiento micelial 

y la esporulación del hongo a concentraciones entre 10 y 15% (Balbi-Peña et al., 2006). Los 

extractos acuosos de Achillea millefolium, Artemisia camphorata, Cymbopogon citratus y 

Rosmarinus officinalis mostraron actividad fúngica frente a A. solani Se observó una acción 



                                                                                                                            Resultados y Discusión 

 98

protectora al reducir el número de lesiones en las hojas con relación al control en plantas de tomate 

en casas verdes (Itako et al., 2008). 

Koch et al. (2010) evaluaron diferentes métodos no convencionales de control sobre Alternaria 

dauci y A. radicina en semillas de zanahoria. De todos los inductores de resistencia evaluados solo 

Milsana® produjo control sobre los patógenos de las semillas. Milsana® presenta como ingrediente 

activo las antraquinonas fisiona y emodina.  

En experimentos in vitro el extracto acuoso (20%) de hojas del Neem (Azadirachta indica) inhibió 

el 70.55% y el 100 % del crecimiento de los hongos A. solani y F. oxysporum respectivamente. El 

nimolol puro aislado de la planta no tuvo actividad antifúngica sobre los hongos evaluados. Las 

plantas que se asperjaron o irrigaron mostraron una marcada inhibición de la incidencia y severidad 

de la enfermedad después de dos y cuatro semanas de la inoculación del patógeno (Hassanein et al., 

2008).  

Gachande, (2009), evaluó diferentes extractos de 15 plantas sobre la germinación y el crecimiento 

micelial de A. solani. El extracto de Allium sativum fue el más efectivo en regular el crecimiento del 

hongo. De esta misma forma, Latha et al. (2009) demostraron la más alta inhibición del crecimiento 

(87%) del hongo por el extracto de hojas de Zimmu (Allium cepa L. x Allium sativum L.). Las 

plantas de tomate tratadas con el extracto incrementaron los nieveles de las enzimas: peroxidasa, 

polifenol oxidasa, fenilalanina amonio-liasa, quitinasa y β-1,3 gluconasa.  

Este estudio demuestra que los extractos de M. royoc L. tuvieron un efecto protector en semilleros 

de tabaco y en plantas de tomate frente a A. solani. Los resultados obtenidos en esta investigación 

juntos con los relacionados con mecanismos de acción de las antraquinonas y toxicidad servirán 

para trazar nuevas estrategias que permitan el uso de los extractos de M. royoc L. en el control de 

microorganismos fitopatógenos.  

El conjunto de experimentos desarrollados en esta investigación comprueban la hipótesis que “Es 

posible la obtención de antraquinonas a partir del cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. con efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de patógenos que afectan al hombre y a las plantas mediante el 

manejo de las condiciones de cultivo”. 



                                                                                                                                           Conclusiones 

5. CONCLUSIONES. 

1. Se establecieron los principales factores en el cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. para la 

obtención de antraquinonas por unidad de masa fresca. El empleo de la auxina ácido 

indolacético a 5.7 µmol·L-1, la concentración de 30 g·L-1 de sacarosa suplementada al medio de 

cultivo, el cultivo de raíces durante 30 días, el empleo del medio de cultivo sin renovación y el 

crecimiento en la oscuridad favorecieron la acumulación del metabolito. 

2. En las raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro la adición de elicitores incrementó el 

rendimiento específico de antraquinonas el cual estuvo en el rango de la concentración que se 

obtiene para raíces de plantas en ambiente natural.  

3. El mayor rendimiento específico de antraquinonas se logró mediante la extracción a partir de 

las raíces cultivadas in vitro, mientras que los contenidos de antraquinonas detectados en el 

medio de cultivo fueron significativamente bajos.  

4. En el extracto diclorometánico que se obtuvo a partir del cultivo in vitro de raíces de M. royoc 

L. se aislaron y se identificaron por primera vez ocho antraquinonas: la alizarina, damnacantal, 

nordamnacantal, morindona, rubiadina, soranjidiol, lucidina y rubiadina-1-metiléter. La 

presencia de alizarina y rubiadina constituyen el primer informe para esta especie. 

5. Los extractos antraquinónicos de raíces cultivadas in vitro y raíces de plantas en ambiente 

natural mostraron actividad inhibitoria sobre el crecimiento de patógenos que afectan al 

hombre al ser activos frente a siete cepas de Candida (valor más bajo de CMI 1.95 µg·mL-1), a 

tres bacterias Gram-positiva (CMI 31.25 µg·mL-1), y una Gram–negativa (CMI 250 µg·mL-1). 

De las antraquinonas puras que se aislaron a partir de cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. 

sólo la morindona mostró actividad inhibitoria sobre las especies de levaduras que se 

evaluaron (CMI 1.95 µg·mL-1) y sobre Staphylococcus aureus resistente a Oxacillina (CMI 

15 µg·mL-1). 
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6. En experimentos in vitro los extractos diclorometánicos de cultivo in vitro de raíces y raíces de 

plantas en ambiente natural de M. royoc L. mostraron inhibición del crecimiento frente a 

patógenos que afectan las plantas. 

7. En experimentos in vivo se comprobó el efecto protector de los extractos de raíces de             

M. royoc L. en semillas de tabaco germinadas en sustrato con infección natural de los 

patógenos: Phytophthora parasitica, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani, y en 

plantas de tomate inoculadas con Alternaria solani. 

 



                                                                                                                                    Recomendaciones 

6. RECOMENDACIONES. 

1. Aplicar el protocolo desarrollado en esta investigación para la obtención de antraquinonas a 

partir del cultivo in vitro de raíces de M. royoc L. y optimizarlo para su escalado.  

2. Profundizar en los estudios de toxicidad y ecotoxicidad de los extractos crudos y la morindona 

aislada a partir de raíces de M. royoc L. cultivadas in vitro, así como estudiar los mecanismos 

mediante los cuales ejercen su acción.  
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