Efecto de algunos aceites esenciales sobre el crecimiento de
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary en condiciones de laboratorio

Effect of some essential oils on the growth of Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary under laboratory conditions

Yazmid Adriana Carrillo', Maria Isabel Gomez', José Miguel Cotes? y Carlos Eduardo Nistez"

Entre los factores mas limitantes del cultivo de papa se encuen-
tra Phytophthora infestans, agente causal de la llamada “gota”.
El control quimico de esta enfermedad representa entre el 7 y
el 10% de los costos totales del cultivo, y tiene un alto impacto
ambiental por la contaminacién que ocasiona. La busqueda
y aplicacién de practicas alternativas para el control de este
patdgeno es importante para disminuir tanto la utilizacién de
fungicidas como los costos de produccién del cultivo. Numero-
sos estudios realizados in vitro demuestran que algunos aceites
esenciales tienen propiedades fungicidas y fungistéticas sobre
diferentes patogenos. Por ello, el objetivo del presente estudio
consistio en la evaluacion de ocho aceites esenciales extraidos
de algunas especies aromaticas de la familia Lamiaceae sobre
el crecimiento de P. infestans en condiciones de laboratorio. Se
evaluaron diferentes metodologias de aplicacion de los productos
en estudio, encontrandose que las mas apropiadas son aquellas
en que el aceite ejerce un efecto volatil. Los aceites esenciales
fueron Origanum vulgare, Mentha piperita, Salvia officinalis,
Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis, Origanum majo-
rana, Thymus vulgaris y Pogostemon cablin se evaluaron en
su fase volatil, a traves de su efecto sobre dos aislamientos
de P. infestans (A13 y A15). Los aceites que mostraron efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de P. infestans fueron los de T.
vulgaris y M. piperita, los cuales redujeron el crecimiento del
hongo en 92,1 y 89,9%, respectivamente; y por ello pueden ser
considerados promisorios para ser evaluados en campo.
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ABSTRACT

One of the most limiting factors of potato cultivation is
Phytophthora infestans, the causal agent of “Late blight”. The
chemical control of this disease not only responds for 7 to
10% of total crop costs, but also takes a considerable toll on
the environment due to resulting pollution. Thus, the search
and application of alternative practices for the control of this
pathogen is of central importance for reducing the use of
fungicides and, consequently, the cultivation costs. Given that
several in vitro studies have shown certain essential oils to have
fungicidal and fungistatic properties on different pathogens,
the present research study was aimed at assessing the effect of
eight essential oils extracted from equal number of aromatic
species of the family Lamiaceae, on the growth of P. infestans
under laboratory conditions. Different essential oil application
methodologies were tested, the most appropriate ones being
those that produced a volatile effect. Evaluated in terms of the
performance of the volatile phase of their extracted oils against
two isolates of P. infestans (A13 and A15), the studied species
were Origanum vulgare, Mentha piperita, Salvia officinalis,
Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis, Origanum majo-
rana, Thymus vulgaris, and Pogostemon cablin. T. vulgaris and
M. piperita oils were the ones found to inhibit the growth of P.
infestans cultures, by 92.1 and 89.9%, respectively. These results
allow considering them as promissory for field evaluation.
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Introduccion

La papa es el cuarto cultivo mas importante en produc-
cién a nivel mundial después del maiz, el trigo y el arroz
(Faostat, 2008), y el tubérculo mas relevante en los Andes
colombianos (Cevipapa, 2004). Aproximadamente 134.812
ha se siembran con papa en Colombia (Faostat, 2008), dis-
tribuidas en 250 municipios entre 2.000 y 3.500 m de alti-
tud, donde el cultivo es una fuente primordial de empleo,
ya que ocupa cerca de 20 millones de jornales al ano, y a

esta actividad se encuentran vinculadas de forma directa
aproximadamente 90.000 familias (Villarreal, et al., 2007).

P. infestans es el agente causal de la llamada “gota” o “tizén
tardio” de la papa, considerada la enfermedad mds impor-
tante a nivel mundial y el problema de mayor prioridad en
América Latina de este cultivo (Nustez, 1999). Se registré
inicialmente en Toluca (region central de México) afec-
tando variedades silvestres de papa (Jaramillo et al., 1997);
en la actualidad, este patégeno se encuentra ampliamente
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difundido en todos los lugares del mundo donde se desa-
rrolla el cultivo de la papa, asi como en las zonas donde
se produce tomate, especie en la que igualmente causa
grandes pérdidas debido a la reduccion en rendimientos y
los altos costos de su manejo (Hooker, 1980). Los reportes
indican que en Colombia fue observada por primera vez
alrededor de 1762 -1767 (Jaramillo et al., 1997), y esta pre-
sente en todas las regiones productoras de papa, debido
a que el desarrollo del patégeno se ve favorecido por las
condiciones climaticas presentes (Garcia et al., 2008). Su
importancia se reconoce desde 1845, afio en que causo la
llamada “hambruna de Irlanda”, en la que ocasiond la pér-
dida de una considerable zona sembrada y miles de vidas
humanas. Desde entonces su estudio ha sido prioridad para
los cientificos de diversas dreas a nivel mundial (Jaramillo
et al., 1997; Agrios, 2005).

Los sintomas iniciales de la enfermedad son pequefias man-
chas humedas de color verde oscuro, de forma irregular en
los bordes de las hojas inferiores; posteriormente la mancha
se torna de color pardo. En condiciones de humedad se
forma un mildeo velloso conformado por esporangios y
esporangioforos en el borde de las lesiones, generalmente
en el envés de las hojas (Agrios, 2005). Cuando la enferme-
dad se encuentra en un estado avanzado puede producir
la destruccién o quemazon total del follaje y la pudricion
seca de los tubérculos (Estrada, 2000).

La prevencion y el manejo de esta enfermedad ha sido una
gran preocupacion en diferentes dreas a nivel mundial
(Jaramillo, 2003). En la actualidad se ha logrado avanzar
en el conocimiento del patdgeno y en la busqueda de re-
sistencia de la planta de papa a través del mejoramiento
genético, mediante el desarrollo de variedades resistentes y
tolerantes; tal es el caso de las variedades Pastusa Suprema,
Punto Azul y Roja Narifo (Nustez, 2010), pero aun asi su
control efectivo se basa en el uso de fungicidas de sintesis
quimica (Jaramillo et al., 1997). Hoy en dia el control de
esta enfermedad es esencialmente quimico, representa en
variedades susceptibles entre el 7y 10% de los costos totales
de produccién, dependiendo de la region. (Villarreal et al.,
2007). Con el propdsito de minimizar las pérdidas por causa
de esta enfermedad generalmente se hace un uso indiscri-
minado de los fungicidas, incrementando asi los costos
tanto econémicos como ambientales y la probabilidad de
generar resistencias en el patdgeno (Jaramillo, 2003). En
Colombia, “actualmente, las principales zonas productoras
de papa en los departamentos de Boyaca, Cundinamarca
y Narifio se superponen de manera significativa sobre las
areas de localizacion de ecosistemas de Paramo, ya que en
ellos se encuentra el 40% de los ecosistemas de Paramo del
pais”. Esta situacion es importante si se tiene en cuenta la
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funcionalidad ecoldgica que estos prestan en la oferta del
recurso hidrico, ademas de la conservacion de flora y fauna
endémicas y otros servicios ambientales (Fedepapa, 2004).

Una alternativa para el control de enfermedades y plagas
en los cultivos es el uso de productos vegetales. Extractos
vegetales fermentados de ajo (Allium sativum) y ajenjo
(Artemisia absinthium) fueron reportados con efecto de
reduccién en la severidad de P. infestans en papa criolla
(Solanum phureja) (Granada, 2002), al igual que el extracto
de carddn lefaria (Cereus deficiens) con efecto de reduccion
entre el 70 y 94% en el crecimiento micelial de P. infestansy
Sclerotium rolfsii (Zapata et al., 2003). En estudios in vitro
donde se evaltia el efecto de aceites esenciales sobre patoge-
nos se han reportado resultados favorables en varios casos:
Colletotrichum gloeosporioides con 15 aceites esenciales
con dosis de hasta 2,0 mg mL". Adicionalmente, el aceite
de Cymbopogon citratus evidencio resultados positivos en
poscosecha sobre la pudricion del maracaya causada por
este mismo patdégeno (Duarte et al., 2010); inhibicion del
crecimiento de P. infestans con aceite de O. vulgare (Olanya
y Larkin, 2004); inhibicion sobre la produccion de aflatoxi-
na por Aspergillus flavus en Nuez Pecanera con aceite de
O. vulgare (Garcia et al., 2006); inhibiciéon completa sobre
el crecimiento de Aspergillus ochraceus con aceites de O.
vulgare y M. piperita (Basilico y Basilico, 1999); actividad
fungistatica sobre Botrytis cinerea'y Rhizopus stolonifer con
aceite de T. vulgaris (Bhaskara et al., 1998); alta eficiencia
del aceite de T. vulgaris como fungicida de contacto y en
fase gaseosa sobre diferentes especies de hongos de im-
portancia econdmica (Alefyah y Hall, 1997); fuerte efecto
antibacteriano de timoly carvacrol, principales compuestos
del aceite de T. vulgaris, contra Erwinia amylovora (Karami
et al., 2010).

Entre los objetivos del presente trabajo estaban: determi-
nar la metodologia mas apropiada para evaluar el efecto
de aceites esenciales sobre P. infestans in vitro; evaluar el
efecto de los aceites esenciales comerciales de las especies
Origanum vulgare, Mentha piperita, Salvia officinalis,
Ocimum basilicum, Rosmarinus officinalis, Origanum
majorana, Thymus vulgaris y Pogostemon cablin sobre P.
infestans, en condiciones de laboratorio, e identificar los
aceites con mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de P. infestans in vitro.

Materiales y métodos

Las evaluaciones se realizaron en el Laboratorio de Biotec-
nologia Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
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Indculo

Como indculo se utilizaron dos aislamientos de la coleccion
de P. infestans del Programa de Investigacion en Papa de la
Universidad Nacional: el A13, colectado en el municipio de
La Calera en la variedad Parda Pastusa, y el A15, colectado
en el municipio de Villapinzdn en la variedad Esmeralda,
elegidos por su alta virulencia y sus caracteristicas de
crecimiento. Estos aislamientos son preservados y propa-
gados en medio de cultivo agar-arveja, y periddicamente
se hacen réplicas sobre rodajas de tubérculos de la variedad
Tuquerrena (S. tuberosum) con el objetivo de activar su pa-
togenicidad. Se utiliz6 una rodaja de 5 mm de didmetro con
micelio de un cultivo de P. infestans de 15 d de crecimiento.

Aceites esenciales

Se usaron los aceites esenciales comerciales de las especies
Origanum vulgare, Mentha piperita, Ocimum basilicum,
Rosmarinus officinalis yThymus vulgaris (Green Andina
Ltda., Bogota); Pogostemon cablin (Laboratorios All care
Ltda., Bogota) y Salvia officinalis (Esenciales de Colombia,
Bogota). Adicionalmente se realizo la extraccion del aceite
de la especie Origanum majorana en el Laboratorio de
Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la Uni-
versidad Nacional de Colombia por el metodo de destilacion
por arrastre con vapor de agua.

La variable evaluada durante todo el ensayo fue el area
de crecimiento del patogeno. Para ello se hizo captura de
imdgenes mediante registro fotografico y posterior lectura
en el software Image] (National Institutes of Health, Bethes-
da, MD), el cual permite obtener este dato en dimensiones
de 4rea (cm®). Con el fin de mejorar la predictibilidad del
modelo y cumplir los supuestos del modelo lineal mixto
utilizado, se realizé una transformacion de logaritmo alos
datos de area de crecimiento de P. infestans (West et al.,
2007); con ella se realiz6 un andlisis estadistico de medidas
repetidas. La estructura de varianzas y covarianzas que
mejor ajusto fue la autorregresiva heterogénea de primer

orden segun el criterio Akaike. Los andlisis estadisticos
se hicieron en el software SAS® V9.1.3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC).

Evaluacion de la metodologia de aplicacion

de los aceites esenciales

Se evaluaron diferentes metodologias de aplicacion del
aceite en la unidad experimental (UE), que constd de
una caja de petri con medio de cultivo agar-arveja, con el
inéculo dispuesto en diferentes ubicaciones y aplicando
unicamente aceite (se usé M. piperita), con el propdsito
de establecer cual metodologia permitia una evaluacién
adecuada del efecto inhibitorio del aceite sobre el creci-
miento del patégeno. En la Tab. 1, las metodologias M1,
M2 y M3 hacen posible la actividad de contacto, mientras
las metodologias M4 y M5 permiten la actividad volatil
del aceite; sin embargo se utiliz6 la misma dosis del aceite
indistintamente (4 uL/UE) (Quintanilla et al., 2002), a
excepcion de M1 con 2 uL/UE. Los tratamientos C1 y C2
corresponden a los controles.

En todos los casos, el indculo de P. infestans se colocd
mediante una rodaja de 5 mm de didmetro de micelio
en crecimiento sobre el medio de cultivo ubicandolo en
el centro de la caja de petri, a excepcién de M4, el cual se
ubico en un extremo de la caja sobre el medio de cultivo.

Los tratamientos se evaluaron segtn un disefio completa-
mente al azar, con cuatro repeticiones. Para garantizar el
adecuado desarrollo del patogeno, las cajas petri se mantu-
vieron en cdmara de crecimiento a temperatura constante
de 18°C sin fotoperiodo. Se realizaron observaciones de
evaluacion durante los dias 5, 8, 12, 15 y 22 después de
inoculacién (Quintanilla et al. 2002).

Evaluacion del efecto de los aceites esenciales

sobre el crecimiento de P. infestans

La evaluacion se desarrolld en condiciones similares alas an-
teriores, empleando las metodologias que ejercen actividad

TABLA 1. Descripcion de las metodologias evaluadas para aplicacion del aceite esencial en la unidad experimental (UE).

Metodologia Caracteristicas Dosis aceite/UE
M1 Incorporacion del aceite al medio de cultivo agar-arveja disuelto en etanol 1:1 2 uL/UE (0,1 uL de mezcla/mL de medio)
M2 Igual a M1 (pero dosis diferente) 4 ul/UE (0,2 uL de mezcla/mL de medio)
M3 Aplicacion del aceite puro disperso en la superficie del medio 4 ul/UE
Disco de papel filtro de 5 mm de didmetro localizado en un extremo de la caja de petri sobre el
M4 ) : o X o 4 uL/UE
medio de cultivo, en el cual se aplicd el aceite puro (efecto volatil)
Disco de papel filtro de 5 mm de diametro localizado en la tapa de la caja de petri en el cual se
M5 ! ; i 4 uL/UE
aplicd el aceite puro (efecto volatil)
C1 Incorporacion de etanol agua 1:1 al medio de cultivo (control para M1y M2) 4 ul/UE (0,2 uL de mezcla/mL de medio)
C2 Aplicacion de agua destilada estéril sobre disco de papel en la tapa (control absoluto) 4 ul/UE
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volatil (M4 y M5), en dosis de 4 uL/UE, que permiten
mejor visualizacion del efecto inhibitorio del aceite. Para
estas metodologias se aplicaron los aceites puros de cada
una de las especies sobre un disco de papel filtro, como lo
reporta Quintanilla et al. (2002). Se evalud el efecto inhi-
bitorio de los ocho aceites descritos anteriormente sobre
el crecimiento de P. infestans, estimando la variable de
crecimiento como se indicé anteriormente.

Se empled un disefio completamente al azar con arreglo
factorial (8 x 2 x 2) en donde el primer factor correspon-
de a aceites esenciales (8), el segundo a metodologia de
aplicacion del aceite (2) y el tercero a los aislamientos de
P. infestans (2). Cada tratamiento tuvo cinco repeticio-
nes y se ubicaron diez controles para cada metodologia
con agua destilada estéril, para un total de 180 unidades
experimentales. Se hicieron observaciones de evaluaciéon
del crecimiento del patégeno alos 3, 6, 9,12, 15y 19 d des-
pués de la inoculacion. La variable evaluada fue el drea de
crecimiento del patdgeno, y tanto su determinaciéon como
su analisis fueron similares a los descritos anteriormente.

Resultados y discusion

Metodologia de aplicacion del aceite

Las metodologias que evaluaron la actividad de contacto del
aceite (M1 y M2) no presentaron diferencias significativas
en el crecimiento del patdgeno en ninguno de los dias de
evaluacion con respecto al control, de tal forma que para
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FIGURA 1. Crecimiento in vitro de P infestans adicionando aceite de M.
piperita al medio. M1, 2 uL/UE; M2, 4 uL/UE; C1, testigo.
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FIGURA 2. Crecimiento /n vitro de P infestans aplicando de forma volatil
aceite de M. piperita. M3, 4 uL/UE sobre el medio; M4, 4 uL/UE sobre
papel filtro en el medio; M5, 4 uL/UE sobre papel filtro en la tapa de la
caja de petri; C2, testigo.

FIGURA 3. Crecimiento in vitro de P, infestans por diferentes vias de aplicacion. M1, 2 uL/UE al medio; M2, 4 uL/UE al medio; C1, testigo al medio;
M3, 4 uL/UE sobre superficie del medio; M4, 4 uL/UE sobre papel filtro en el medio; M5, 4 uL/UE sobre papel filtro en la tapa de la caja de petri;
(C2, testigo de papel filtro.
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el ultimo dia de evaluacion expusieron areas de 40,3 y
43,1 cm’, respectivamente, y ligeramente superiores a su
correspondiente control C1 (40,0 cm?) (Figs. 1y 3). En las
metodologias que evaluaron la actividad volatil del aceite,
M3, M4 y M5, todos los dias de evaluacién presentaron
menores areas de crecimiento de P. infestans respecto a
su tratamiento control C2, pero sélo a partir del dia 12
de la evaluacion, su efecto sobre el crecimiento fue claro,
mostrando diferencias significativas (P<0,05) de estas tres
metodologias con el control, lo cual se confirmé el altimo
dia de evaluacion (22) cuando se observé una diferencia
significativa de M3, M4y M5 (8,8; 5,8 y 11,2 cm?, respectiva-
mente) en relacion con el control C2 (48,5 cm?) (Figs. 2y 3).

Las metodologias que evaluaron fase volatil del aceite
(M3, M4 y M5) mostraron mayor efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de P. infestans que las metodologias que
evaluaron fase de contacto (M1 y M2), lo que concuerda
con lo reportado por Soylu et al. (2006), quienes afirman
que la fase volatil es consistentemente mas efectiva, y
sugieren que este es un efecto directo de los vapores del
aceite esencial sobre el micelio del patégeno debido a su
naturaleza lipofilica, que les permite ser absorbidos por el
micelio causando alteraciones morfologicas en las hifas,
como marchitamientos, coagulacion citopldsmica, vacuo-
lizaciones y fugas del protoplasto.

M4 y M5 (efecto volatil), reportados previamente por
Quintanilla et al. (2002), fueron las que en este trabajo
presentaron mayor reduccion en el crecimiento del pato-
geno, y permitieron observar con mayor claridad el efecto
de los aceites sobre el crecimiento de P. infestans, ademas
de que fueron mds practicas a la hora de la aplicacion; por
tal razon, estas fueron las seleccionadas para realizar las
evaluaciones posteriores.

Evaluacion de los aceites esenciales

Para el primer factor de evaluacion (aceites), se observaron
diferencias significativas (P<0,05) presentando todos los
aceites areas de crecimiento micelial (promedio de las cinco
repeticiones) inferiores al control (Tab. 2). A excepcion del
aceite de M. piperita que ejerce efecto desde los primeros
dias de evaluacion, los restantes aceites esenciales eviden-
cian su efecto sobre el crecimiento de P. infestans alrededor
del dia 9 después de la inoculacion.

Hacia el dia 19 se observo claramente el efecto de todos los
aceites sobre el crecimiento, destacindose los de M. piperita
y T. vulgaris (Tab. 3 y Fig. 4). Este resultado coincide con
lo reportado por Duarte et al. (2010) donde aceites de M.
piperitay T. vulgaris en dosis de 2,0 mg mL" evidenciaron

TABLA 2. Crecimiento in vitro de P infestans bajo ocho aceites esen-

ciales.

Aceite esencial Area (cm?)
Control 16,63 a
P.cablin 12,69 ab
R. officinalis 13,23 b
S. officinalis 10,59 be
0. majorana 10,01 bed
0. vulgare 8,52 cde
0. basilicum 6,83¢

T. vulgaris 497 f
M. piperita 2,224

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey-Kramer

(P=0,05), error estandar 0,09.

TABLA 3. Crecimiento de P infestans para el Ultimo dia de evaluacion

(19), bajo el efecto de aceites esenciales.

Aceite Area (cm?)
Control 38,742

R. officinalis 32,95 ab
P.cablin 29,17 abc

S. officinalis 26,65 abed
0. majorana 25,04 abcde
0. vulgare 20,86 bcdef
0. basilicum 17,30 cdef
T. vulgaris 10,68 ¢

M. piperita 6,679

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey-Kramer
(P=0,05), error estandar 0,09.

una fuerte actividad in vitro frente a C. gloeosporioides, y en
el caso de M. piperita con Basilico y Basilico (1999), quienes
reportaron que en concentracion de 1,0 mg mL”, mostr6
su efecto inhibitorio sobre Aspergillus ochraceus desde el
inicio del ensayo. Alanalizar los resultados en el ultimo dia
de evaluacion (dia 19, en el cual el control alcanzo el area
total de la unidad experimental), se observé que los aceites
de T. vulgarisy M. piperita, que fueron iguales entre si, pre-
sentaron un drea de crecimiento significativamente inferior
con respecto alos demds aceites evaluados y al control, con
una reduccién entre 89 y 92% del crecimiento del control;
coincide con el reporte de Alefyah y Hall (1997) y Bhaskara
et al. (1998), quienes encontraron que el aceite de T. vulgaris
tiene actividad fungistatica sobre Botrytis cinerea y Rhizo-
pus stolonifer en fase de contacto y gaseosa, y se confirma
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FIGURA 4. Crecimiento de P infestans para el Gltimo dia de evaluacion (19), bajo el efecto de aceites esenciales.

lo reportado por Quintanilla et al. (2002), quienes hallaron
que los aceites de T. vulgaris y M. piperita en evaluacion
in vitro, en fase gaseosa inhibieron significativamente el
crecimiento de P. infestans entre 63 y 89%. Otros autores
(Alefyah y Hall, 1997; Bhaskara et al. 1998) determinaron
que el aceite de T. vulgaris en concentraciones de 20 a 50
mg kg tiene actividad fungistatica sobre Botrytis cinerea
y Rhizopus stolonifer en fase de contacto y gaseosa.

Los aceites de O. basilicum y O. vulgare, aunque en menor
medida, presentan también un efecto inhibitorio impor-
tante, lo que concuerda con el reporte de inhibicién del
crecimiento in vitro de P. infestans con aceite de O. vul-
gare (Olanya y Larkin 2004), pero difiere de lo reportado
por Soylu et al. (2006), quienes encontraron inhibicion
completa del crecimiento de P. infestans con aceite de O.
vulgare. Los aceites de P. cablin, S. officinalis y O. majo-
rana, aunque manifiestan reduccién del crecimiento, no
son estadisticamente significativos como inhibidores de
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P. infestans, contrastante con lo reportado por Gamboa et
al. (2002), quienes afirman que el extracto de O. majorana
en dosis desde 8,0 mg mL™" presenta efecto fungicida sobre
P. infestans.

Teniendo en cuenta el segundo factor de evaluacion (loca-
lizacion del aceite), segtin el andlisis estadistico se encontrd
una diferencia significativa (P<0,05) entre las dos metodo-
logias empleadas, mostrando mayor efecto en la reduccion
del crecimiento micelial la metodologia M5 (papel en tapa)
con 9,47 cm?, mientras M4 (papel en medio) presentd 9,56
cm’ durante el periodo completo de evaluaciéon. Aunque
las dos metodologias generan efecto volatil, la respuesta
encontrada se podria explicar por la distancia que hubo
entre la fuente del aceite esencial y el indculo del patégeno
dentro de la unidad experimental, ya que mientras en M4
la distancia entre los dos es de aproximadamente 5 cm, en
M5 la distancia entre estos es de aproximadamente 0,5 cm;
por tanto, los vapores del aceite pueden ejercen un efecto
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FIGURA 5. Crecimiento in vitro de P infestans bajo ocho aceites esenciales.

15 19

mas directo sobre el indculo, especialmente en la fase inicial
de crecimiento.

Para el tercer factor de evaluacion (aislamiento) se halld
diferencia significativa entre ellos, mostrando mayor érea
de crecimiento el aislamiento A15 sobre el aislamiento
A13, debido posiblemente a la diferencia de origen, lo cual
repercute en su comportamiento. Este resultado demuestra
laimportancia que tiene el aislamiento sobre los resultados
de evaluacion en este tipo de investigaciones.

A pesar del efecto de los aceites esenciales, se encontrd
que el crecimiento fue constante a lo largo del periodo
de evaluaciéon (P<0,05). De los resultados obtenidos en
los diferentes dias de evaluacion (Fig. 5), se observd que
con dos o tres evaluaciones en el tiempo es suficiente para
analizar las diferencias en el crecimiento: la primera hacia
el dia 5, cuando generalmente no se observan diferencias
para identificar un punto de inicio; la segunda hacia el dia
12, momento en el cual se pueden empezar a observar las
diferencias en el crecimiento, y la tercera hacia el dia 19,
cuando el patdgeno en condiciones normales (control) ha
alcanzado el 4rea total de la UE y se pueden observar con
claridad las diferencias expresadas.

En adicion a las respuestas significativas de los factores
evaluados, se observaron interacciones significativas
para: aceite*localizacion, aceite*dias, localizacién*dias,
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aislamiento*dias, aceite*localizacidn*dias, aceite*aisla-
miento*dias, localizacién*aislamiento*dias, las cuales se
explican por lo analizado en el caso de los factores indivi-
duales. Estas interacciones demuestran que las respuestas
de crecimiento de P. infestans dependieron del aceite, de la
localizacion del mismo y del dia de evaluacioén.

Las observaciones realizadas revelan que los aceites esencia-
les evaluados muestran un efecto sobre el crecimiento de P.
infestans, tanto a nivel de area como de volumen (datos no
presentados) (Fig. 6). El carvacrol y el timol son compuestos
de unidades terpénicas presentes en los aceites esenciales de
algunas especies de la familia Lamiaceae como el O. vulgare,
el T. vulgaris y la M. piperita, de los cuales se ha encontrado
que actian causando alteraciones en la morfologia y agre-
gados hifales, lo que hace que se reduzca el crecimiento y
se produzca lisis entre la pared y la membrana celular del
agente patdgeno (Kordal et al., 2008), congruente con lo
reportado por Vaillant et al. (2009), quienes encontraron
que timol, mentol y citronelal (monoterpenos presentes co-
munmente en aceites esenciales) inhibieron en un 100% el
desarrollo de Rhizoctonia solani a nivel in vitro. Para futuras
investigaciones se recomienda evaluar estas variables, asi
como la esporulacién en cada uno de los tratamientos para
establecer las causas del menor desarrollo del patégeno.

Los resultados permiten recomendar la evaluacion de los
aceites esenciales de M. piperitay T. vulgaris en condiciones
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FIGURA 6. Crecimiento de P, infestans bajo efecto de aceite esencial de T. vulgaris.

controladas in vivo, con el fin de profundizar en su estudio
y determinar la aplicabilidad, seguridad y posible fitotoxi-
cidad que puedan presentar sobre plantas vivas.

Conclusiones

La metodologia més adecuada para evaluacion del efecto
in vitro de aceites esenciales sobre el crecimiento de P.
infestans fue la que ejercié efecto volatil sobre el patdgeno
(aceite puro sobre papel filtro en la tapa de caja de petri) en
dosis de 4 uL/UE; adicionalmente esta metodologia facilita
el montaje de experimentos de este tipo.

Los aceites esenciales de las especies M. piperitay T. vulgaris
mostraron poseer un importante efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de P. infestans en condiciones in vitro.

Larespuesta de P. infestans alos ocho aceites esenciales pre-
sento diferencias en los dos aislamientos utilizados debido
a que su comportamiento puede variar dependiendo del
origen de cada uno de estos; por tanto se resalta la necesidad
de evaluar varios de ellos, en investigaciones de este tipo.

Para analizar el efecto de aceites esenciales sobre el cre-
cimiento de P. infestans es suficiente realizar dos o tres
evaluaciones en el tiempo: la primera hacia el dia 5 luego
de inoculacidn, la segunda hacia el dia 12 luego de ino-
culacion, y la tercera hacia el dia 19 luego de inoculacién,
cuando el patdégeno en general alcanza el drea total de la
unidad experimental.

Recomendaciones

Se resalta la importancia de la evaluacion de los aceites de
M. piperitay T. vulgaris en condiciones controladas in vivo
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para contrastar su eficacia como estrategia alternativa en
el manejo integrado de la enfermedad.
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