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Resumen: El café es uno de los productos más comercializados en México y el mundo. En los últimos 
años, el mercado del café ha sufrido grandes mermas económicas debido a la presencia de la roya 
del cafeto, cuyo agente causal es el hongo Hemileia vastatrix. El uso de fungicidas es el método de 
control más utilizado. Sin embargo, todos estos contribuyen a la contaminación del medio ambiente 
y generan efectos adversos para el ser humano. Por lo anterior, es necesario encontrar alternativas 
para erradicar o paliar la incidencia de la roya del cafeto. Las semillas, hojas y corteza de Azadirachta 
indica se extrajeron con metanol y estos extractos fueron ensayados contra esporas de H. vastatrix, 
usando el ensayo de inhibición de la germinación. Para la purificación del extracto de la corteza se 
utilizaron diversas técnicas cromatográficas. Los resultados indicaron que los extractos de semilla 
y corteza muestran una inhibición de la germinación por encima del 90%. Adicionalmente, se 
aislaron cuatro compuestos de A. indica, triricinoleína, estigmasterol, glucósido de estigmasterol y 
azadiractina A, que no se pudieron evaluar por la poca cantidad obtenida. 
 
Palabras clave: Azadirachta indica; control de plagas; agroecología; urediniosporas; metabolitos 
puros. 
 
Abstract: Coffee is one of the most commercialized products in Mexico and the world. In recent years, 
the coffee market has suffered great economic losses due to the presence of coffee tree rust, whose 
causal agent is the fungus Hemileia vastatrix. The use of fungicides is the most widely used control 
method. However, all these contribute to environmental pollution and generate adverse effects on 
humans. Therefore, it is necessary to find alternatives to eradicate or mitigate the incidence of coffee 
tree rust. The seeds, leaves and bark of Azadirachta indica were extracted with methanol and these 
extracts were tested against H. vastatrix spores, using the germination inhibition assay. Various 
chromatographic techniques were used for the purification of the bark extract. The results indicated 
that the seed and bark extracts show inhibition of germination above 90%. Additionally, four 
compounds of A. indica were isolated, triricinolein, stigmasterol, stigmasterol glycoside and 
azadirachtin A, which could not be evaluated due to the small amount obtained. 
 
Keywords: Azadirachta indica; pest control; agroecology; urediniospores; pure metabolites. 
 

Introducción 
 

l género Coffea comprende principalmente dos especies de gran importancia comercial a 
nivel mundial, Coffea arabica Linn (arábica) y Coffea canephora Pierre ex Froehner (robusta) 
(Clarke y Macrae 1985; Davis et al., 2019). La especie C. arabica representa aproximadamente 

un 60% de la producción mundial, que incluye dos variedades botánicas distintas conocidas como: 
C. arabica var. arabica (normalmente llamada C. arabica var. typica Cramer) y C. arabica var. 
bourbon (B. Rodr.) (Krug et al., 1939; Davis et al., 2019). La especie C. canephora representa casi el 
40% de la producción mundial; incluye principalmente tres variedades: C. canephora var. 
kouilouensis, C. canephora var. nganda y C. canephora var. niaouli (Lim 2013). Existen otras dos 
especies de café, que representan menos del 1% de la producción mundial, Coffea liberica Bull ex 
Hiern (ibérica) y Coffea dewevrei (Lim 2013). 
 
La enfermedad más importante para el cultivo del cafeto es la roya, la cual es causada por el hongo 
Hemileia vastatrix Berk & Br (Temis et al., 2011; Halpay et al., 2020). H. vastatrix es un fitoparásito 

E 
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obligado de la planta de café, que incluye a 49 razas, siendo la raza II, la más agresiva debido al factor 
de virulencia v51 (Avelino y Rivas, 2013; Quispe-Apaza et al., 2017). La enfermedad se caracteriza 
por presentar pequeñas manchas redondeadas y polvorientas, de color amarillo-naranja en el envés 
de las hojas del cafeto (Figura 1), provocando una defoliación en la planta que disminuye 
sensiblemente la producción del grano y, dependiendo del grado de infección, puede conducir a la 
muerte de la planta (CESVVER, 2018). La rapidez con la que se propaga el hongo de la roya del cafeto 
hace de ella una enfermedad sumamente peligrosa (Rayner, 1961; Li et al., 2022). 
 

Figura 1 
Hoja de Coffea arabica infectada 
por la roya del cafeto 

 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 
Entre las estrategias de control de la roya, la aplicación de productos químicos de contacto y de 
acción sistémica es el método más utilizado, ya que ofrece una supresión rápida y rentable del hongo 
H. vastatrix. Los principales fungicidas de contacto son sales de cobre como el oxicloruro de cobre y 
los hidróxidos de cobre (Dos Santos et al., 2002; Hernández et al., 2021). Sin embargo, el uso 
indiscriminado de estas sales de cobre ocasiona la acumulación de cobre en aguas subterráneas, 
afectando procesos biogeoquímicos (Salam y Helmke, 1998; Salam et al., 2021). La NOM-127-SSA1-
1994 establece que los límites permisibles de cobre en el agua para uso y consumo humano deben 
ser de 2 mg/L, valor que también es referenciado por la OMS (2006).  
 
El consumo de cantidades mayores de cobre en el humano ya sea por agua o alimentos, puede causar 
enfermedades y perdida de función a nivel celular y molecular, afectando a diversos tejidos y el 
metabolismo (Kabata y Mukherjee, 2007; Rodríguez Heredia, 2021). Entre los fungicidas sistémicos 
más estudiados se encuentran los triazoles como el fluconazol y las estrobilurinas (Figura 2), los 
primeros actúan inhibiendo la biosíntesis del ergosterol en hongos, mientras que las estrobilurinas 
inhiben la respiración mitocondrial (Bartlett et al 2002). Se ha observado que el efecto de los 
fungicidas sistémicos en el suelo tiene una persistencia de 80 días, eliminando hongos importantes 
de la biota del suelo (Abdel et al., 1982; Ratna-Kumar et al., 2017) (Figura 2). 
 
 
 

                                                        
1 Gen asociado a la capacidad que tiene el microorganismo para producir enfermedad. 
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Figura 2  
Ejemplos de las estructuras químicas de 
fungicidas sistémicos 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 
Ante este panorama, es evidente la necesidad de buscar nuevas alternativas de control que sean 
eficaces (menos tóxicas y/o más activas) y más amigables con el medio ambiente. Una de ellas es el 
desarrollo de fungicidas naturales que posean nuevos mecanismos de acción con alta selectividad. 
Además, la demanda actual de productos libres de pesticidas y fertilizantes procesados (agricultura 
orgánica) es una tendencia mundial que tiene la finalidad de promover las prácticas agrícolas 
sostenibles (Migliorini & Wezel, 2017). En este sentido, investigaciones realizadas en todo el mundo 
han demostrado la gran cantidad de compuestos secundarios presentes en plantas capaces de 
activar el sistema de defensa de las plantas o inhibir la infección por microorganismos patógenos 
(Borges Pereira et al., 2012). Muchos de estos compuestos son utilizados en la industria 
farmacéutica, cosmética, alimentaria y síntesis de compuestos (Ringuelet y Viña, 2013).  
 
Así, por ejemplo, aproximadamente la mitad de los fármacos que se comercializan en la actualidad, 
tienen su origen directa o indirectamente de fuentes naturales, principalmente terrestres (Newman 
y Cragg, 2020). Estos compuestos naturales han mostrado atributos bactericidas, fungicidas o 
fungistáticas en diversos patógenos (Ćirić et al. 2011; Takhi et al. 2011; Alkhulaifi et al. 2019). Un 
ejemplo de lo anterior es el árbol neem, Azadirachta indica A. Juss. (A. Indica) que es bien conocido 
por su amplio espectro de propiedades biológicas y propiedades beneficiosas para la salud 
(Atawodi & Atawodi, 2009).  
 
Una gran variedad de compuestos con una gran diversidad estructural se han aislado del árbol 
neem, algunos de los cuales han mostrado bioactividades importantes, como la actividad 
antioxidante de la gran variedad de compuestos fenólicos que posee (Sultana et al., 2007), el efecto 
citotóxico del 3’-(3-hidroxi-3-metilbutil)naringenina (1) y del 4’-O-metillespedezaflavanona C (2) 
(Kitdamrongtham et al., 2014), la actividad antifúngica de 7-O-glucosido de genisteína (3) and (-)-
epicatequina (4), (Kanwal et al., 2011) o efectos larvicidas como los que poseen el 3-O-butyl-(-)-
epigallocatequina (5) y 3-O-butyl-(-)-epicatequina (6) (Figura 3) (Cen-Pacheco et al., 2019). 
 
En el presente trabajo, se evalúo la actividad fungicida de los extractos de la corteza, las hojas y los 
frutos de A. indica, contra el hongo H. vastatrix para la búsqueda de una alternativa de control de la 
enfermedad de la roya del cafeto. 
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Figura 3 
Compuestos aislados de A. indica 
 

 
Fuente: Elaboración propia.  

 

2. Materiales y Métodos 
 

2.1.  Recolección del material vegetal 
 
La recolección de los frutos de A. indica (árbol de neem) se realizó en el mes de agosto de 2017, 
mientras que las hojas y la corteza se obtuvieron en la etapa de crecimiento vegetativo (después de 
la fructificación). Todo el material vegetal se recolectó de una plantación de neem, con antigüedad 
de 26 años, del Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz (19° 6’ 36” N, 96° 12’ 0” O) (Figura 4). 
Posteriormente, el material vegetal se secó en una estufa microbiológica (BINDER, Serie FED) a 50 
°C hasta obtener un peso constante (hojas: 503.2 g, semillas: 1806 g y corteza: 1152 g) y luego se 
trituró y se almacenó hasta su uso. 
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Figura 4 
Recolecta de las semillas, las hojas y la corteza del árbol de neem 
 

 
 
Fuente: Elaboración propia. 

 

 2.2. Extracción 
 
El material vegetal (semillas, hojas y corteza) se extrajo cuatro veces por maceración a temperatura 
ambiente durante 3 h, usando cada vez 500 mL de metanol grado técnico (99%) para 250 g de 
material vegetal. Posteriormente, el disolvente se eliminó al vacío en un evaporador rotatorio 
(Rotavapor R3, Büchi, Latinoamérica S. de R.L. de C.V). 
 

 2.3. Purificación de la corteza de neem 
 
El extracto de la corteza de A. indica se re-disolvió en una disolución 1:1 de los disolventes metanol 
y agua (MeOH:H2O [1:1], 500 mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis Mo., USA) y seguidamente se agregó 500 
mL de hexano; la mezcla obtenida se colocó en agitación constante por dos horas, a una temperatura 
de 25 °C, posteriormente la mezcla fue colocada un embudo de separación para retirar la fracción 
de hexano, la cual es inmiscible en la mezcla de MeOH:H2O, este procedimiento se realizó tres veces 
para los disolventes hexano (Hex), diclorometano (DCM) y acetato de etilo (AcOEt) (Sigma-Aldrich, 
St. Louis Mo., USA), obteniéndose así cuatro nuevas fracciones de polaridad creciente: AIC-1A (Hex, 
220 mg), AIC-1B (DCM, 371 mg), AIC-1C (AcOEt, 410 mg) y AIC-1D (MeOH:H2O, 118 mg) (Kupchan 
et al., 1973).  
 
La fracción de diclorometano (371 mg) se purificó en columna de vidrío (3 cm de diámetro interno 
y 20 cm de longitud de la columna) empacada con gel de sílice-60 (Merck, Darmstadt, Germany), 
utilizando como eluyente la mezcla de hexano:acetato de etilo (6:4), y, seguidamente, se utilizó una 
columna pre-empaquetada de media presión Lobar LiChroprep-Si60 (Merck, Darmstadt, Germany), 
usando hexano:acetona (7:3) como eluyente. La fracción 3D, se purificó en un HPLC-UV (Breeze 2; 
Waters, Wexford, Ireland) con una columna µ-Porasil (Waters, Wexford, Ireland) y 
hexano/diclorometano/acetona (5:2:3) como eluyente; así se obtuvieron los compuestos 
triricinoleína (7) (0.9 mg), estigmasterol (8) (1.1 mg), glucósido de estigmasterol (9) (0.7 mg) y 
azadiractina A (10) (0.9 mg) (Figura 5). 
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Figura 5 
Marcha cromatográfica de los compuestos aislados 
 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 

 2.4. Inhibición de la germinación de esporas de Hemileia vastatrix 
 
Para determinar la actividad fungicida de A. indica sobre H. vastatrix se utilizó el ensayo de 
inhibición de la germinación de esporas. Las esporas de la roya del cafeto (H. vastatrix) se 
obtuvieron de cafetales ubicados en la localidad de San Marcos de León, municipio de Xico, Veracruz. 
Estas se preservaron a 4 °C en oscuridad hasta el momento en que se utilizaron en el ensayo. Los 
ensayos se realizaron por microdilución en placas con 96 pocillos, usando ocho réplicas por cada 
concentración de extracto (0.1, 1.0 y 10.0 mg/mL), disuelto en agua destilada estéril con Tween-80 
al 4%. Como control positivo se utilizó el fungicida sistémico carbendazima a una concentración de 
0.25 mg/mL y agua destilada con Tween-80 al 4% como control negativo. Por otro lado, se preparó 
una solución de 5 mg de esporas en 0.5 mL (6.5 x 104 esporas por 0.5 mL) de agua destilada con 
Tween-80 al 4%. Así a 0.1 mL de cada una de las disoluciones de los extractos y de los controles, se 
le agregó 0.1 mL de la solución de esporas (1.3 x 104 esporas por 0.1 mL). Posteriormente, la 
microplaca se incubó a 28 °C en oscuridad durante 24 h y, seguidamente, se realizó el conteo de 
esporas germinadas y no germinadas (Rayner, 1961; Avelino y Rivas, 2013), utilizando un 
microscopio de contraste de fases (Motic, modelo BA310) (Figura 6). A partir del análisis de ocho 
réplicas para cada concentración, se obtuvo el porcentaje de inhibición de esporas con la siguiente 
formula (López-Muñoz et al., 2019): 
 

% de inhibición = (1 −
Promedio de esporas germinadas por tratamiento

Promedio de esporas germinadas en el control negativo
) x 100 



 Potencial fungicida del árbol de neem…/ Bravo-Ruiz, O. et al. 

UVserva | número 13 | abril-septiembre 2022 | ISSN: 2448–7430 
Coordinación Universitaria de Observatorios | Universidad Veracruzana  

201 

2.5. Análisis estadísticos 
 
Inicialmente se estableció si los datos tienen una distribución normal o asimétrica, para ello se 
utilizó la prueba estadística de Shapiro-Wilk. En aquellos casos en donde la prueba Shapiro-Wilk 
indicó una distribución normal de los datos, se realizó la prueba Anova para analizar la varianza de 
los datos y determinar si existía diferencia estadística significativa. Seguidamente si los datos 
presentaban diferencia significativa, se realizó el análisis Post Hoc mediante la prueba de Tukey 
para establecer que grupo o grupos de datos muestran la diferencia significativa en sus medias 
aritméticas.  
 
Por otro lado, si la prueba Shapiro-Wilk indicó una distribución asimétrica, se utilizó la prueba 
Kruskal-Wallis para determinar si hay diferencias estadísticas significativas entre las varianzas de 
los datos y la prueba Wilcoxon para establecer en que grupo o grupos se encuentra la diferencia 
significativa entre las medias aritméticas, si la hubiese. 
 

3. Resultados 
 
Los extractos de corteza, hoja y semillas de A. indica obtenidas por extracción metanólica a 
temperatura ambiente fueron evaluadas para determinar su potencial fungicida contra esporas de 
H. vastatrix, usando el ensayo de inhibición de germinación.  
 
La inhibición de la germinación de los extractos fue evaluada a las concentraciones de 10.0, 1.0 y 
0.1 mg/mL. Los resultados revelaron que los extractos de corteza y semilla muestran las mejores 
actividades, particularmente a la concentración de 10.0 mg/mL, en donde se observó una inhibición 
de la germinación por encima del 90%.  
 
Por otro lado, en el caso de las hojas, se observaron valores entre el 34 y 53% de inhibición; es 
importante destacar que, aunque parezca que, al aumentar la concentración, la inhibición de la 
germinación disminuye, esto no es del todo cierto, ya que los porcentajes de inhibición de las 
diferentes concentraciones no muestran diferencias significativas entre las diferentes 
concentraciones, es decir que los resultados de inhibición se consideran similares.  
 
En el caso del control positivo, carbendazima, se observó un 100% de inhibición a la concentración 
discriminatoria ensayada (0.25 mg/mL), indicando que esta población de H. vastatrix posee alta 
sensibilidad a la carbendazima (Figura 6 y Tabla 1). 
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Figura 6 
Ensayo de inhibición de la germinación de esporas de H. vastatrix. Izquierda. 
Microplaca con las concentraciones ensayadas 

 
Nota: A. Inhibición de la germinación inducida por las semillas de A. indica a la 
concentración de 10 mg/mL (objetivo 40×, tamaño regleta 250 µm). B. Germinación en el 
control negativo (objetivo 40×, tamaño regleta 250 µm). C. Germinación con el control 
positivo (carbendazima) (objetivo 40×, tamaño regleta 250 µm). 
Fuente: Elaboración propia. 

 
Tabla 1 
Porcentaje de inhibición de la germinación de esporas de H. vastatrix 

 
Concentración 

(mg/mL) 
Inhibición germinación (% ± DE) 

Corteza1 

0.1 18.91 ± 10.2 

1.0 15.54 ± 13.7 

10.0  92.22 ± 1.66 

Hojas2 

0.1 48.31 ± 10.12 

1.0 53.05 ± 8.78 

10.0  34.25 ± 9.83 

Semillas3 

0.1 34.78 ± 6.84 

1.0 74.22 ± 3.11 

10.0  91.61 ± 1.92 

Carbendazima* 0.25 0 

Control negativo** --- 100 

 

Nota: ± DE: Desviación estándar. *Control positivo. **Control negativo. 1 La prueba de Wilcoxon muestra diferencias 
significativas entre la concentración de 10 mg/mL y las otras dos concentraciones. 2 La prueba de Anova no muestra 
diferencias significativas entre las concentraciones. 3 La prueba de Wilcoxon muestra diferencias significativas entre 
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todas las concentraciones ensayadas. Las pruebas que se utilizaron dependen de si los datos son normales o 
asimétricas, según la prueba Shapiro-Wilk. Fuente: Elaboración propia.  

 
La investigación fitoquímica sobre la corteza de A. indica condujo al aislamiento de cuatro compuestos 
ya conocidos, la triricinoleína (7) (Ghosh et al., 2002), el estigmasterol (8) (Jiang et al., 2013), el 
glucósido de estigmasterol (9) (Amina et al., 2018) y la azadiractina A (10) (Jarvis et al., 1997). Las 
estructuras de los cuatro compuestos aislados fueron determinadas mediante detallado análisis de sus 
datos espectroscópicos (RMN 1D y 2D) y espectrométricos (ESI-HRSMS), así como la comparación de 
los datos espectroscópicos de 1-4 con los reportados previamente en la literatura científica (Figura 7 y 
8). 
 

Figura 7 
Estructuras químicas de los compuestos aislados de la corteza de A. 
indica 

 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Figura 8 
 Espectros de RMN-1H de los compuestos aislados de la corteza de A. indica 

 
Nota: A: triricinoleína (7). B: estigmasterol (8). C: glucósido de estigmasterol (9) D: 

azadiractina A (10). Fuente: Elaboración propia. 



 Potencial fungicida del árbol de neem…/ Bravo-Ruiz, O. et al.  

 
UVserva | número 13 | abril-septiembre 2022 | ISSN: 2448–7430 

Coordinación Universitaria de Observatorios | Universidad Veracruzana 
 

204 

4. Discusión 
 
El extracto metanólico de la corteza del árbol del neem mostró una importante inhibición de la 
germinación de esporas de H. vastatrix (92.22%) a la concentración de 10 mg/mL, mientras que las 
concentraciones de 1 mg/mL y 0.1 mg/mL mostraron una inhibición de 15.54 y 18.91%, 
respectivamente. Las observaciones microscópicas sugieren que el efecto inhibitorio a la 
concentración de 10 mg/mL podría ser físico, ya que las esporas se aglutinaron al sedimento del 
extracto (Figura 9).  
 
Por otro lado, el extracto metanólico de las hojas del árbol del neem presentó inhibición de la 
germinación de esporas a las tres dosis evaluadas (entre 34 y 48%). Sin embargo, los resultados no 
muestran correlación entre la concentración y la actividad, de hecho, la prueba de Tukey indicó que 
no hay diferencias significativas en las actividades observadas para las tres concentraciones 
evaluadas. Esta falta de correlación entre la inhibición de germinación y la concentración podría 
deberse a que el o los compuestos activos podrían tener su máxima solubilidad en el medio de 
ensayo (agua destilada estéril con Tween-80 al 4%) a una concentración cercana al 0.1 mg/mL; por 
tanto, aunque se agregara más extracto, la concentración del compuesto activo no aumentaría.  
 
En efecto, uno de los fundamentos más importantes en el descubrimiento y desarrollo de fármacos 
es la solubilidad, ya que es un factor de gran relevancia en la farmacodinámica, farmacocinética y 
toxicidad de muchos compuestos (Kadela-Tomanek et al., 2021). Los resultados del extracto 
metanólico de las hojas mostraron concordancia con la investigación que realizó Chandrashekara 
et al (2012), en la cual fue posible reducir la incidencia de la roya de la morera (Cerotelium fici), 
entre un 33 y un 73% utilizando extractos acuosos de neem (A. indica).  
 
El extracto metanólico de las semillas del árbol del neem fue el que mostró mejor actividad, ya que 
las concentraciones de 1.0 y 10.0 mg/mL inhiben significativamente la germinación de esporas; más 
del 90%. Estos resultados son similares a los obtenidos por Borges Pereira y Alves (2012), quienes 
demostraron que el aceite de las semillas de neem inhibe totalmente la germinación de 
urediniosporas de H. vastatrix a una concentración volumen/volumen de 2000 µL L-1, con una DL50 
estimada en 845 µL L-1.  
 
Del estudio cromatográfico de A. indica, se logró el aislamiento de cuatro compuestos previamente 
reportados en la literatura. La triricinoleína (7) fue reportada por Ghosh (2002) y se caracteriza por 
inhibir la agregación plaquetaria inducida por epinefrina; el estigmasterol (8) fue aislado del 
pericarpio del fruto de litchi chinensis y se le determinó una “pobre” capacidad de captación de 
radicales libres (Jiang et al., 2013), el glucósido de estigmasterol (9), es un esterol aislado de 
Plectranthus urinaria que posee una importante actividad antioxidante y antiinflamatoria (Amina 
et al., 2018) y la azadiractina A (10), que es tal vez el compuesto más conocido de A. indica, por su 
amplio espectro de propiedades biológicas, entre las que destaca su notable actividad pesticida 
(Jarvis et al., 1997). 
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Figura 9.  
Aglutinación de esporas de H. vastatrix al 
sedimento del extracto metanólico de la 
corteza del árbol del neem (10 mg/mL; 
40×) 

 
Fuente: Elaboración propia. 

5. Conclusiones 
 
De acuerdo con los resultados de los extractos de diferentes partes de la planta A. indica contra la 
germinación de esporas de H. vastatrix, se observó que la corteza y semillas poseen una evidente 
actividad fungicida y/o fungistática, especialmente a las concentraciones más altas, es 
particularmente destacable la actividad de las semillas, en donde se observó un 74.22% de 
inhibición de la germinación a la concentración de 1 mg/mL y un 91.61% a la concentración de 10 
mg/mL, mientras que el extracto de la corteza solamente mostró una importante inhibición a la 
concentración de 10 mg/mL, 92.22%. Por tanto, es evidente que los extractos de la corteza y de las 
semillas de A. indica tienen un gran potencial para ser utilizados como alternativa en el control de 
H. vastatrix. Para el futuro, se pretende recolectar una mayor cantidad de A. indica y así poder aislar 
mayores cantidades de los compuestos, triricinoleína (7), estigmasterol (8), glucósido de 
estigmasterol (9) y azadiractina A (10), así como de otros compuestos para determinar su actividad 
fungicida sobre H. vastatrix. 
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