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Resumen 

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo evaluar la acción antimicrobiana 

in vitro del aceite esencial de Lippia sp. y Piper aduncum L.  sobre Phytophthora infestans 

(Mont.) de Bary. Las pruebas de confrontación entre los aceites esenciales y 

Phytophthora infestans fueron realizadas a 20 °C en ausencia de luz y en medio sólido 

V8. Se realizaron dos tipos de experimentos: el efecto de contacto y el efecto volátil de 

cada uno de los aceites esenciales. La variable evaluada fue el crecimiento micelial y, con 

esta se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI). Además, se evaluó la 

actividad fungicida (muerte) y la actividad fungistática (inhibición del crecimiento) de la 

CMI para cada uno de los aceites esenciales. Para el efecto de contacto fue encontrada 

una CMI de 4500 μg/ml y 6000 μg/ml para Lippia sp. y Piper aduncum, respectivamente. 

Para la fase volátil, la CMI fue de 47μg/ml de aire del aceite esencial de Lippia sp. y 58.7 

μg/ml de aire del aceite esencial de Piper aduncum. En todos los casos, el efecto fue 

fungistático. Sin embargo, la concentración máxima de la fase volátil del aceite esencial 

de Lippia sp. presentó un efecto fungicida. Hasta donde se conoce, esta es la primera 

evaluación de aceites esenciales para el control de fitopatógenos en la región Amazonas, 

haciéndose necesario evaluar otros aceites esenciales sobre diferentes fitopatógenos, 

además de validar su efecto bajo diferentes condiciones ambientales.    

 

Palabras clave: Phytophthora infestans, aceite esencial, efecto fungicida, efecto 

fungistático, concentración mínima inhibitoria. 
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Abstract 

The objective of this research was to evaluate the in vitro antimicrobial action of the 

essential oil of Lippia sp. and Piper aduncum L. on Phytophthora infestans (Mont.) de 

Bary. The comparison tests between essential oils and Phytophthora infestans were 

carried out at 20 °C in the absence of light and in solid medium V8. Two types of 

experiments were carried out: the contact effect and the volatile effect of each of the 

essential oils. The variable evaluated was mycelial growth and, with this, the minimum 

inhibitory concentration (MIC) was determined. In addition, fungicidal activity (death) 

and fungistatic activity (inhibition of growth) of the MIC were evaluated for each of the 

essential oils. For the contact effect, an MIC of 4500 μg / ml and 6000 μg / ml was found 

for Lippia sp. and Piper aduncum, respectively. For the volatile phase, the MIC was 47μg 

/ ml of air of Lippia sp. essential oil and 58.7 μg / ml of air of Piper aduncum essential 

oil . In all cases, the effect was fungistatic. However, the maximum concentration of the 

volatile phase of the essential oil of Lippia sp. presented a fungicidal effect. As far as is 

known, this is the first evaluation of essential oils for the control of phytopathogens in the 

Amazon region, making it necessary to evaluate other essential oils on different 

phytopathogens, in addition to validating their effect under different environmental 

conditions. 

 

Key words: Phytophthora infestans, essential oil, fungicidal effect, fungistatic effect, 

minimum inhibitory concentration. 
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El proceso de la ejecución y evaluación de la actividad antimicrobiana de dos 

aceites esenciales contra Phytophthora infestans, se llevó a cabo durante los meses 

de junio a diciembre de 2018, en los ambientes del Laboratorio de Investigación de 

Sanidad Vegetal (LABISANV) de la Universidad Nacional Toribio Rodríguez de 

Mendoza de Amazonas - Ciudad Universitaria Chachapoyas. 

 

 Figura  1. Mapa de ubicación del Laboratorio de Investigación de Sanidad Vegetal (LABISANV), 

de la Universidad Nacional Toribio Rodríguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM)-Chachapoyas. 

Fuente. (Ramires ,2018) 
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2.2.1. Descripción de los tratamientos 

  Tabla 1  

  Descripción de los tratamientos 

Experimento: 01 fase de contacto Experimento 02: fase volátil 

Aceite 

esencial 

Concentraciones Descripción Aceite 

esencial 

Concentraciones Descripción 

A=Lippia 

sp. 

 C1= 0 μg/ml T1= AC1 

A=Lippia 

sp. 

  C1= 0μg/ml de aire T1= AC1 

C2= 1500μg/ml T2= AC2 C2= 11.7μg/ml de aire T2= AC2 

C3=3000 μg/ml T3= AC3 C3= 23.5μg/ml de aire T3= AC3 

C4= 4500μg/ml T4= AC4 C4= 35.2μg/ml de aire T4= AC4 

C5= 6000μg/ml T5= AC5 C5=47 μg/ml de aire T5= AC5 

C6= 6500μg/ml T6= AC6 C6= 58.7μg/ml de aire T6= AC6 

Experimento: 03 fase de contacto Experimento 04: fase volátil 

Aceite 

esencial 

Concentraciones Descripción Aceite 

esencial 

Concentraciones Descripción 

B=Piper 

aduncum 

 C1= 0μg/ml T1= BC1 

B=Piper 

aduncum 

  C1= 0μg/ml de aire T1= BC1 

C2= 1500μg/ml T2= BC2 C2= 11.7μg/ml de aire T2= BC2 

C3= 3000μg/ml T3= BC3 C3= 23.5μg/ml de aire T3= BC3 

C4= 4500μg/ml T4= BC4 C4= 35.2μg/ml de aire T4= BC4 

C5= 6000μg/ml T5= BC5 C5= 47μg/ml de aire T5= BC5 

C6= 6500μg/ml T6= BC6 C6= 58.7μg/ml de aire T6= BC6 

 

En la tabla 1 se observa que en la presente investigación se tiene 4 experimentos independientes donde para 

los aceites esenciales de Lippia sp. Y Piper aduncum se probaron su actividad antimicrobiana contra 

Phytophthora infestans. En la descripción de los tratamientos se tiene que: A= aceite esencial de Lippia sp., 

B= aceite esencial de Piper aduncum, Cn= concentraciones y Tn= tratamientos, donde en este último cada 

tratamiento está conformado por un aceite esencial y una respectiva concentración tanto para la fase de 

contacto como para la fase volátil.  
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2.2.2. Tratamientos 

Tabla 2  

Tratamientos de la investigación 

Experimento 01: fase de contacto, aceite 

esencial de Lippia sp. 

Experimento 02: fase volátil, aceite 

esencial de Lippia sp. 

Tratamientos Tratamientos 

T1 T1 

T2 T2 

T3 T3 

T4 T4 

T5 T5 

T6 T6 

Experimento 03: fase de contacto aceite 

esencial de Piper aduncum  

Experimento 04: fase volátil aceite 

esencial de Piper aduncum 

Tratamientos Tratamientos 

T1 T1 

T2 T2 

T3 T3 

T4 T4 

T5 T5 

T6 T6 

 

 

 

2.2.3. Testigo  

El testigo estuvo conformado solamente por medio de cultivo sólido V8 y 

fue incluido en cada uno de los ensayos. Para descartar que el Tween 20 + 

Etanol no tienen un efecto en el crecimiento de Phytophthora infestans, se 

realizó un ensayo utilizando una solución de Tween 20 + Etanol en las 

mismas concentraciones utilizadas en los aceites esenciales. 

 

 

 

 

En la tabla 2 se tienen los seis tratamientos para los 4 experimentos de los aceites esenciales de 

Lippia sp. y Piper aduncum tanto para la fase volátil como para la fase de contacto. 
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2.4.1. Población 

 La población estudiada estuvo conformada por 24 placas de Petri que 

contienen cultivos de Phytophthora. infestans. 

2.4.2. Muestra 

La muestra estuvo conformada por cada una se las unidades experimentales. 

2.4.3. Muestreo 

El muestreo fue de tipo probabilístico. 

2.5.1. Diseño experimental 

Se trabajó con un diseño completamente al azar (DCA) para cada uno de los 

ensayos independientes (aceites esenciales), dando un total de 4. En cada uno 

de ellos se evaluaron dos efectos: el de contacto y el volátil; con seis 

concentraciones cada uno, incluyendo el control.  

Por lo tanto, se contó con 6 tratamientos y cuatro repeticiones, donde cada 

unidad experimental estuvo conformada por una placa Petri de 90 mm de 

diámetro. Además, los ensayos fueron replicados una vez, con un total de 4 

diseños experimentales. 

 

 

 

 

Diseño completo al azar 

Repeticiones (placas de Petri) 4 

Tratamientos 6 

N° de unidades experimentales 24 

Número total de placas de Petri a 

evaluar 
24 
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 Modelo aditivo lineal:                       

                   Yij = µ + Ti +  Eij 

 

Donde: 

Yij:  Control de Phytophthora infestans en la i-ésima dosis de aceite 

esencial y j-ésima repetición. 

 fecto de la media general 

Ti:  Efecto del i-ésimo tratamiento 

Eij:  Efecto aleatorio (error experimental) que pertenece a la Yij 

observación de la variable respuesta con i-ésimo tratamiento, j-ésima 

tratamiento. 

 

2.5.2. Esquema del análisis de varianza  

Prueba de hipótesis 

La hipótesis para tratamientos 

Ho: T1 = T2 = T3 =… =T6 

Ha: T1  T2  T3 …  T6  para i = 1, 2, 3,…,6 tratamientos. 

Nivel de significación: α = 5% 

 

Fuente de 

variación 

Suma de 

Cuadrados 

Grados de 

Libertad 

Cuadrados 

Medios 

Fc 

Tratamiento SC tratamientos t-1 CMtratamiento CMtratamientos/

CME 

Error SC error Σ𝑖−1
𝑡 ( 𝑛𝑖 − 1) CME  

Total SC total Σ𝑗−1
𝑡 ( 𝑛𝑖 − 1)   
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2.6.1. Crecimiento micelial 

Corresponde a la media de crecimiento micelial radial del patógeno que se 

determinó midiendo el diámetro de la colonia en dos direcciones 

perpendiculares el día en que el medio nutritivo de la placa de Petri del control 

fue completamente cubierta por Phytophthora infestans en las placas Petri 

que correspondían al testigo (sin presencia de aceite esencial). Esto se realizó 

7 días después de la siembra.  

 

2.6.2. Concentración mínima inhibitoria 

De una serie de concentraciones evaluadas de los aceites esenciales, la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) es aquella a partir de la cual no se 

observa crecimiento radial desde el disco con micelio del microorganismo 

evaluado, indicando completa inhibición. Esta CMI puede ser refinada hasta 

encontrar un valor más preciso, o próximo al real, o ser aproximada, 

dependiendo del rigor de las evaluaciones. La ausencia de crecimiento puede 

deberse a la muerte del microorganismo, por un efecto fungicida del 

tratamiento, o a una inhibición temporal, denominado efecto fungistático. 

 

2.6.3. Efecto fungicida 

Los discos de medio sólido sembrados en las placas de Petri donde no se 

observó crecimiento de Phytophthora infestans después de siete días, fueron 

repicados en placas de Petri con medio de cultivo sólido V8 sin aceites 

esenciales. Cinco días después fueron realizadas las evaluaciones. La 

concentración fue considerada fungicida si no se observó el crecimiento del 

patógeno. 

 

2.6.4. Efecto fungistático 

Siguiendo el mismo procedimiento anterior, cuando el crecimiento micelial 

fue reiniciado, el efecto del aceite esencial para una determinada 

concentración fue considerado fungistático si el crecimiento del patógeno fue 

retomado. 
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 Agitador vórtex  

 Autoclave 

 Balanza analítica 

 Balanza gramera 

 Baño maría 

 Cámara de flujo laminar 

 Cocina eléctrica 

 Equipo industrial de destilación 

 Incubadora 

 Microondas 

 Microscopio de disección 

 Microscopio de luz 

 Refrigerador 

 Algodón 

 Asa de siembra de platina 

 Calibre de Vernier digital 

 Cinta adhesiva 

 Espátula de Drigalski 

 Espátula para pesado  

 Estilete artesanal 

 Frascos ámbar y de vidrio transparente 

 Frascos de vidrio con tapa rosca autoclavables de 250, 500 y 1000 ml 

 Gradillas o racks 

 Guantes de nitrilo o látex 

 Hilo pabilo 

 Hornilla eléctrica 

 Láminas cubre objeto 

 Láminas de bisturí 

 Láminas porta objeto 

 Mascarillas 
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 Matraz de Erlenmeyer de 500 ml y 250 ml 

 Mechero de alcohol 

 Micropipetas de 10 μl, 100 μl y 1000 μl  

 Papel de aluminio 

 Papel kraft 

 Papel toalla 

 Parafilm o plástico transparente de PVC 

 Pinzas de acero inoxidable 

 Pisetas 

 Placas de Petri 

 Plumón indeleble  

 Probeta de 1000 ml de vidrio 

 Probeta de 25 ml de plástico 

 Puntas de pipeta de diferentes tamaños, sin filtro 

 Recipientes plásticos para cámara húmeda 

 Saca bocado de 5 mm de diámetro de abertura 

 Tubos de ensayo 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5 ml 

 Vasos de precipitado de 200 ml, 250 ml, 500 ml y 1000 ml  

 Aislado de Phytophthora infestans. 

 Material vegetal de Lippia sp. 

 Material vegetal de Pipper aduncum 

 Agar-agar 

 Agua destilada 

 Alcohol etílico comercial de 96° 

 Azul de lactofenol 

 Carbonato de calcio (CaCO3) 

 Jugo V8® 

 Lejía comercial 

 Papa dextrosa agar (PDA) 

 Tween 20 
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2.8.1. Recolección del material vegetal 

Las muestras de Lippia sp. y Piper aduncum fueron recolectadas en el distrito 

de Magdalena (1980 m.s.n.m), provincia de Chachapoyas, región Amazonas. 

El material vegetal consistió en hojas y ramas completamente desarrolladas, 

ni muy tiernas, ni en estado de senescencia. El material vegetal 

inmediatamente fue empacado, sellado y trasladado al laboratorio de 

ingeniería de la UNTRM-A donde se almacenó a temperatura ambiente 

durante un día antes de ser realizada la extracción de su aceite esencial por 

destilación. 

 

2.8.2. Destilado de los aceites esenciales 

Los aceites esenciales fueron obtenidos mediante destilación por arrastre de 

vapor de las especies de orégano silvestre (Lippia sp.) y matico (Piper 

aduncum) mediante el procedimiento descrito por Ventura (2017): Se montó 

el equipo de destilación. Se pesó 10 kg de material vegetal. Seguidamente se 

colocó 15 litros de agua destilada en el tanque generador de vapor y en el 

tanque superior el material vegetal a destilar. Se calentó con una cocina 

industrial el tanque generador de vapor hasta la ebullición. Después de un 

tiempo aproximado de cinco horas se suspendió el proceso de extracción el 

aceite esencial, cuando se observó que el líquido (agua + aceite) producto del 

destilado ya no presentaba aceite. En seguida se separó el aceite esencial por 

decantación. Se colocó el aceite en botella ámbar de 10 ml con tapa, se selló 

con parafilm y se etiquetó. Inmediatamente los frascos fueron almacenados a 

una temperatura de -22°C hasta su utilización.  

 

2.8.3. Determinación y cálculo de la densidad de los aceites esenciales. 

En una balanza analítica se pesaron 10 μl de los aceites esenciales, repitiendo 

10 veces el procedimiento. Se procedió de la misma manera con agua 

destilada. Se obtuvieron los siguientes promedios de peso. 
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 Lippia sp. 

           10 μl:  =  0.00867 g ± 0.00010952 

 Piper aduncum 

           10 μl:  = 0.00888 g ± 0.00012668 

 H2O 

10 μl:  = 0.00992 g ± 3.91993E-05 

 

 El agua destilada, bajo ciertas condiciones ambientales y de altitud, tiene 

teóricamente una densidad de 1 g/ml. Sin embargo, se comprobó que el peso 

obtenido no corresponde a ese valor, probablemente también por cuestiones 

asociadas con el pipeteo y la retención de película de líquido en las puntas de 

las pipetas. De cualquier forma, el valor obtenido es el considerado como real. 

Teniendo en cuenta los datos obtenidos se calculó la densidad aparente de los 

aceites esenciales. 

 

 Lippia sp: 0.87 g/ml 

 Piper aduncum: 0.89 g/ml 

 

2.8.4. Aislamiento y cultivo de Phytophthora infestans 

Una muestra foliar de papa con el síntoma característico de la enfermedad 

causada por Phytophthora infestans fue revisada bajo el microscopio de 

disección y microscopio compuesto, identificando los esporangios típicos de 

este microorganismo. Se compararon las imágenes con el de las claves 

taxonómicas, según se describe en el trabajo de Jaramillo (2003).  

 

Muestras de foliolos de papa infectadas con Phytophthora infestans de 5 x 5 

mm² fueron desinfectadas con (legía 10% del producto comercial) durante 2 

minutos y luego se enjuagó con agua destilada durante 1 minuto (Zapata et 

al., 2003).  

 

Los trozos de hojas se sembraron en placas de Petri con medio agar agar. Las 

placas se incubaron a 20 °C durante 5-7 días para permitir que el micelio 

crezca en el medio. Pequeños bloques de agar que contienen hifas fueron 



 
 

29 

 

retirados con un sacabocado de los márgenes de la colonia y transferidos a 

una nueva placa de Petri con medio sólido V8 para su crecimiento bajo las 

mismas condiciones. El repicaje se repitió tres veces, para luego con ayuda 

de un microscopio confirmar la presencia del oomycete, sin contaminantes. 

De esta manera se consiguió un cultivo puro de Phytophthora infestans. 

 

Se tomó la decición de trabajar con medio de cultivo sólido V8 ya que luego 

de realizar un test de medios de alverja, agar papa dextrosa, agar agar y V8, 

este último fue donde Phytophthora infestans se desarrolló mas rapidamente 

luego de un intervalo de 7 días, tal y como se obserava en la figura 14. 

 

2.8.5. Preparación de medio de cultivo sólido V8 

Componentes                                     Cantidad 

Jugo V8                                               200 ml 

CaCO3                                                 3 g 

Agar                                                     20g 

H2O destilda (q.s.p)                             1000 ml 

*q.s.p. cantidad suficiente para… 

 

Procedimiento 

 En una balanza gramera se pesó el agar y el CaC03. Para la 

extracción de estos componentes de su frasco de almacenamiento 

se utilizaron espatulas diferentes. En una probeta se midió el 

volumen requerido de jugo V8. 

 

 Una vez medidos los insumos se agregaron a un vaso de 

precipitado de 1000 ml y se agregó agua destilada hasta completar 

un volumen de 500 ml aproximadamente. El vaso de precipitado  

conteniendo la solución se colocó sobre una cocina eléctrica, 

hasta conseguir que esta hierva durante aproximadamente 1 

minuto, esta solución se removió permanentemente con una 

espátula. 
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 Una vez retirada la solución de medio de cultivo de la cocina 

eléctrica aun caliente y con ayuda de guantes aislantes de calor se 

virtió dicha solucion e un aprobeta de 1 000 ml, inmediatamente 

se le adicionó agua destilada hasta completar el volúmen de 600 

ml, suficiente para un ensayo de evaluación de un aceite esencial. 

 

 Seguidamente se procedió a medir cantidades de 100 ml en una 

|probeta del mismo volumen para ser vertida inmediatamente en 

un matraz de Erlenmeyer de 200 ml. Se completaron un total de 

seis matraces, los mismos que fueron cubiertos con algodón en 

sus respectivas bocas. 

 

 Los matraces fueron introducidos en una autoclave para la 

esterilización del medio de cultivo a 121 °C durante 15 minutos. 

2.9.1. Concentraciones de los aceites esenciales y su preparación 

Inicialmente se propusieron utilizar las siguientes concentraciones en base 

a literatura relacionada con el trabajo Soylu et al. (2006): 0, 0.1, 0.3, 0.8, 1.6 

y 3.2 μg/ml de aire para la fase volátil y 0, 0.4, 1.6, 6.4, 25.6 y 102.4 μg/ml 

para la fase de contacto. Sin embargo, no se observó efecto inhibitorio total 

(CMI) contra Phytophthora infestans. Al parecer, esas concentraciones eran 

demasiado bajas. Luego de revisar otro tipo de literatura como el trabajo de 

Arango et al. (2015) se decidió realizar un test preliminar con las siguientes 

concentraciones: 0, 500, 3 000, 6 000, 8 000, 10 000 μg/ml para la fase de 

contacto y 0, 3.9, 24.5, 39.1, 58.7, 78.3 μg/ml de aire para la fase volátil. Al 

concluir el test se ajustaron las concentraciones para valores más próximos de 

la CMI: 0, 1 500, 3 000, 4 500, 6 000, 6 500 μg/ml para la fase de contacto y 

0, 11.7, 23.5, 35.2, 47, 58.7 μg/ml de aire para la fase volátil. 

2.9.2. Fase de contacto 

El efecto de fase de contacto de los aceites esenciales fue probado por la 

técnica de medio de cultivo envenenado. El medio de cultivo V8 fue 

autoclavado y, al finalizar, enfriado en baño maría a 40 °C. Bajo esa condición 

de temperatura fue adicionado 1 ml del aceite esencial preparado a una 
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concentración 100x (veces) mayor, de forma que en los 100 ml de medio 

quedase a la concentración adecuada. Las diferentes concentraciones de los 

aceites esenciales se prepararon en micro tubos de 1.5 mL. Cada micro tubo 

contenía Etanol al 0.5% (520.8 μl) y Tween 20 al 0.1% (100 μl) más la 

respectiva concentración de aceite esencial. El volumen de 1ml se completó 

con agua destilada estéril.  

 

El medio de cultivo V8 con aceite esencial fue vertido en placas Petri de 

vidrio estériles de 90 mm (25 ml/placa). Discos de medio de cultivo sólido 

V8 de 5 mm de diámetro fueron extraídos con un sacabocado desde el borde 

de una colonia de Phytophthora infestans de 7 días de edad y se sembraron 

en el centro de las placas de Petri que contenían medio de cultivo más el aceite 

esencial. Seguidamente, las placas de Petri fueron colocadas en una 

incubadora a 20 °C. 

 

2.9.3. Fase volátil 

Se usaron placas de Petri de vidrio de 90 mm para la determinación del efecto 

de la fase volátil de los aceites esenciales sobre el crecimiento de 

Phytophthora infestans. Diferentes concentraciones de aceites esenciales sin 

la presencia de coadyuvantes (Tween 20 + Etanol) fueron impregnados en 

papeles de filtro estériles de 1.5 cm de diámetro y adheridos en la superficie 

interna de la tapa de las placas de Petri. Después de la siembra con discos con 

Phytophthora infestans sobre el medio, la placa fue bien sellada con parafilm 

para prevenir la pérdida de aceites esenciales volatilizados de las placas. Las 

placas de Petri fueron incubadas a 20 °C en posición invertida para evitar la 

condensación de humedad. La  inhibición de la fase volátil del aceite esencial 

en sus diferentes concentraciones fue determinada por la medición diaria del 

diámetro de la colonia, de la misma forma que realizado por Soylu et al., 

(2006).  

 

2.9.4. Evaluación de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 

La media de crecimiento micelial radial del patógeno se determinó midiendo 

con la ayuda de un pie de rey digital el diámetro de la colonia en dos 
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direcciones con ángulos rectos cuando la superficie de la placa del tratamiento 

control (sin aceites esenciales) se cubrió por completo. Esto sucedió siete días 

después de la siembra. Para cada concentración se realizaron cuatro réplicas. 

Los valores de crecimiento radial fueron transformados a porcentaje de 

inhibición del crecimiento micelial en relación con el tratamiento de control 

mediante el uso de la siguiente fórmula (Arango, et al., 2015):  

IMC= Inhibición del crecimiento micelial expresado en porcentaje  

Dc= Diámetro de crecimiento del control  

Dt= Diámetro de crecimiento de los tratamientos 

 

2.9.5. Determinación de las propiedades antimicrobianas de los aceites 

esenciales 

La CMI de los aceites esenciales, expresada como μg/ml para la fase de 

contacto y μg/ml de aire para la fase volátil requeridos para dar control 

completo se calculó midiendo el crecimiento del patógeno. Esta corresponde 

a la menor concentración en la cual el microorganismo no presentó 

crecimiento evidente. El disco de agar conteniendo Phytophthora infestans a 

partir del cual no se verificó crecimiento micelial hacia el medio envenenado, 

fue transferido a medio de cultivo sólido V8 sin aceite esencial. Se incubaron 

las placas de Petri durante cinco días. La CMI de cada uno de los aceites 

esenciales fue clasificada como fungicida o fungistática. Un efecto fungicida 

fue donde no hubo crecimiento, mientras que un efecto fungistático ocurrió 

cuando la inhibición del crecimiento microbiano sucedió temporalmente y 

retomó su crecimiento cuando el medio no tenía aceite esencial (Soylu et al., 

2006). 
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 Fase de contacto 

 Aceite esencial de Lippia sp. 

En la figura 2, se evidencia que existen diferencias significativas en el 

crecimiento micelial para las concentraciones utilizadas del aceite 

esencial de Lippia sp., según la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo 

cuatro grupos estadísticos donde se observa que el grupo A que va desde 

4500 μg/ml (concentración mínima inhibitoria) hasta 6500  μg/ml 

(concentración máxima) presenta inhibición completa en el crecimiento 

micelial de Phytophthora infestans y el grupo D correspondiente al 

testigo absoluto sin ninguna concentración de aceite esencial es donde se 

observa el mayor crecimiento micelial de Phytophthora infestans. 

El cuadro ANVA correspondiente para la figura 1 se puede apreciar en 

el ANEXO 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Aceite Esencial de Pipper aduncum 

En la figura 3, se evidencia que existen diferencias significativas en el 

crecimiento micelial para las concentraciones utilizadas del aceite 

esencial del Piper aduncum, según la prueba de Duncan p<0.05; 

obteniendo cinco grupos estadísticos donde se observa que el grupo A 

que va desde 6000 μg/ml (concentración mínima inhibitoria) hasta 6500  
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Figura 2. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones 

de aceite esencial de Lippia sp. para la fase de contacto. 
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μg/ml (concentración máxima) presenta inhibición completa en el 

crecimiento micelial de Phytophthora infestans y el grupo E 

correspondiente al testigo absoluto sin ninguna concentración de aceite 

esencial donde se observa el mayor crecimiento micelial de 

Phytophthora infestans. 

El cuadro ANVA correspondiente para la figura 2 se puede apreciar en 

el ANEXO 1. 

 

  

 

  Tween 20 + Etanol 

Los aceites esenciales fueron mezclados con Tween 20 y Etanol para 

garantizar una emulsión adecuada de estos. Para confirmar la ausencia de 

un efecto de los coadyuvantes utilizados junto con los aceites esenciales, 

se realizó una verificación con el mismo número de repeticiones de los 

ensayos con los aceites esenciales, de la misma forma que realizado por 

Arango et al. (2015). 

 

En la figura 4, se evidencia que no existe diferencia significativa en el 

crecimiento micelial según la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo un 

solo grupo estadístico donde a pesar que los coadyuvantes fueron 

aplicados a las mismas concentraciones que los aceites esenciales se 

observa un similar crecimiento micelial de Phytophthora infestans. 
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Figura 3. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones 

de aceite esencial de Piper aduncum para la fase de contacto. 
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El cuadro ANVA correspondiente para la figura 3 se puede apreciar en 

el ANEXO 1. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

En la figura 5 se observa la comparación de la inhibición micelial de los 

aceites esenciales en términos de porcentaje respecto al testigo absoluto. 

Se observa una mayor inhibición del crecimiento micelial de 

Phytophthora infestans por parte del aceite esencial de Lippia sp., 

alcanzando una inhibición del 100% a partir de la cuarta concentración 

(4500 μg/ml) que corresponde a la concentración mínima inhibitoria, 

mientras que por otro lado el aceite esencial de Piper aduncum alcanza 

una inhibición del 100% a partir de la quinta concentración (6000 μg/ml) 

que corresponde a la concentración mínima inhibitoria. 
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   Figura 4. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans a bajo seis concentraciones 

de Tween 20 + Etanol para la fase de contacto. 
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 Fase volátil 

  Aceite esencial de Lippia sp. 

 En la figura 6, se evidencia que existen diferencias significativas en el 

crecimiento micelial para las concentraciones utilizadas del aceite esencial 

de Lippia sp., según la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo tres grupos 

estadísticos donde se observa que el grupo A que va desde 47 μg/ml de 

aire (concentración mínima inhibitoria) hasta 58.7  μg/ml de aire 

(concentración máxima) presenta inhibición completa en el crecimiento 

micelial de Phytophthora infestans y el grupo C correspondiente al testigo 

absoluto sin ninguna concentración de aceite esencial donde se observa el 

mayor crecimiento micelial de Phytophthora infestans. 

El cuadro ANVA correspondiente para la figura 2 se puede apreciar en el 

ANEXO 1. 

Figura 5. Porcentaje de inhibición micelial de los dos aceites esenciales para la fase de 

contacto. 
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 Aceite esencial de Pipper aduncum 

En la figura 7, se evidencia que existen diferencias significativas en el 

crecimiento micelial para las concentraciones utilizadas del aceite 

esencial del Piper aduncum, según la prueba de Duncan p<0.05; 

obteniendo seis grupos estadísticos donde se observa que el grupo A que 

corresponde a 58.7 μg/ml de aire (concentración mínima inhibitoria) 

presenta inhibición completa en el crecimiento micelial de Phytophthora 

infestans y el F correspondiente al testigo absoluto sin ninguna 

concentración de aceite esencial donde se observa el mayor crecimiento 

micelial de Phytophthora infestans. 

El cuadro ANVA correspondiente para la figura 2 se puede apreciar en 

el ANEXO 1. 
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Figura 6. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones 
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 Tween 20 + Etanol 

Los aceites esenciales fueron mezclados con Tween 20+Etanol para 

garantizar una emulsión adecuada de estos. Por lo tanto, para confirmar 

la ausencia de un efecto de los coadyuvantes utilizados junto con los 

aceites esenciales, se realizó una verificación con el mismo número de 

repeticiones de los ensayos con los aceites esenciales, de la misma forma 

que realizado por Arango et al. (2015). 

 

En la figura 8, se evidencia que no existe diferencia significativa en el 

crecimiento micelial según la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo un 

solo grupo estadístico donde a pesar que los coadyuvantes fueron 

aplicados a las mismas concentraciones que los aceites esenciales se 

observa un similar crecimiento micelial de Phytophthora infestans. 

 

El cuadro ANVA correspondiente para la figura 3 se puede apreciar en 

el ANEXO 1. 
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Figura 7. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones 

de aceite esencial de Piper aduncum para la fase volátil. 
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 Figura 8. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones 

de Tween 20 + Etanol para la fase volátil. 

En la figura 9 se observa la comparación de la inhibición micelial de los 

aceites esenciales en términos de porcentaje respecto al testigo absoluto. 

Se observa una mejor inhibición del crecimiento micelial de 

Phytophthora infestans por parte del aceite esencial de Lippia sp., 

alcanzando una inhibición del 100% a partir de la quinta concentración 

(47 μg/ml de aire) que corresponde a la concentración mínima inhibitoria, 

mientras que por otro lado el aceite esencial de Piper aduncum alcanza 

una inhibición del 100% a partir de la sexta concentración (58.7 μg/ml 

de aire) que corresponde a la concentración mínima inhibitoria. 
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Durante la ejecución del proyecto de investigación se propuso realizar el conteo 

de número de esporangios a través de cinco campos al azar a través del método 

descrito por Simpfendorfer (2001). Sin embargo, después de algunos intentos de 

inducción para la formación de esporángios con diferentes medios de cultivo y 

temperaturas, se verificó una incapacidad de microorganismo para esporular.  

 

La actividad fungistática/fungicida consistió en determinar si el cultivo de 

Phytophthora infestans a la concentración mínima inhibitoria (CMI) tanto para la 

fase volátil como para la fase de contacto luego de una exposición de 7 días a esta 

última y cultivada nuevamente por 5 días en medio de cultivo sólido V8 sin la 

presencia de ninguna concentración de aceites esenciales. Si el cultivo luego de 

los 5 días conseguía crecer entonces la concentración mínima inhibitoria se 

consideraba que tenía un efecto fungistático. De lo contrario si el cultivo luego de 

5 días no conseguía crecer la CMI se consideraba que tenía un efecto fungicida. 

 

FASE DE CONTACTO 

Aceite esencial de Lippia sp. 

C.M.I.* = 4500 μg/ml  Actividad fungistática 

Aceite esencial de Piper aduncum. 

C.M.I. = 6000 μg/ml Actividad fungistática 

           

 *CMI = Concentración mínima inhibitoria. 

              Se observa que la CMI del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 4500 μg/ml para la fase 

de contacto posee una actividad fungistática. Por otro lado, también se observa que la CMI del 

aceite esencial de Piper aduncum correspondiente a 6000 μg/ml también posee una actividad 

fungistática.  
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FASE VOLÁTIL 

Aceite esencial de Lippia sp. 

CMI* = 47 μg/ml de aire Actividad fungistática 

Aceite esencial de Piper aduncum. 

CMI = 58.7 μg/ml de aire Actividad fungistática 

Concentración inhibitoria = 

58.7 μg/ml de aire de aceite 

de Lippia sp. 

Actividad fungicida 

            

*CMI = Concentración mínima inhibitoria. 

             Se observa que la CMI del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 47 μg/ml de aire para la 

fase volátil posee una actividad fungistática. Por otro lado, también se observa que la CMI del 

aceite esencial de Piper aduncum correspondiente a 58.7 μg/ml de aire también posee una 

actividad fungistática. Sin embargo, adicionalmente se corroboró que la máxima concentración 

del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 58.7 μg/ml de aire posee una actividad 

fungicida. 
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Evaluando la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales de Lippia sp. 

Y Piper aduncum contra Phytophthora infestans se encontraron diferencias 

significativas en las diferentes concentraciones de aceite esencial tanto para la fase 

volátil como para la fase de contacto respecto al testigo absoluto, para el caso del 

control no se encontraron diferencias significativas respecto al testigo absoluto. Los 

porcentajes de inhibición del crecimiento micelial alcanzaron el 100% respecto al 

testigo absoluto dependientes de la dosis a partir de la concentración mínima 

inhibitoria, cuyas concentraciones para la fase contacto y el aceite esencial de Lippia 

sp. fueron de 4500 μg/ml mientras que para el aceite esencial de matico fue de 6000 

μg/ml, obteniendo un efecto fungistático para estas concentraciones.  En el 

experimento de la fase volátil las concentraciones mínimas inhibitorias para los 

aceites esenciales de Lippia sp. y Piper aduncum fueron de 47 μg/ml de aire y 

58.7μg/ml de aire respectivamente, obteniendo un efecto fungistático para estas 

concentraciones a excepción de la última concentración del aceite esencial de Lippia 

sp. En cuanto al testigo control para ambas fases que consistió en una solución de 

Tween 20 + Etanol, aplicada en las mismas concentraciones que los aceites 

esenciales contra Phytophthora infestans no hubo un efecto significativo.  

 

Lo encontrado en este trabajo acerca del crecimiento micelial para la fase de contacto 

también se puede evidenciar en la investigación de Arango et al. (2015) acerca de la 

actividad inhibitoria del aceite de Lippia origanoides sobre el crecimiento de 

Phytophthora infestans donde a partir de la concentración de 150 μg/ml 

(concentración mínima inhibitoria) de aceite de Lippia origanoides se observó una 

inhibición del 100% del crecimiento micelial de Phytophthora infestans. Además, 

mostró que el cadyuvante para el aceite esencial de Lippia origanoides, en este caso 

Tween 20 aplicado a las mismas concentraciones que el aceite esencial no tuvo 

ningún efecto sobre el crecimiento de Phytophthora infestans. El mismo resultado se 

encontró en el presente trabajo donde no se encontraron diferencias significativas por 

parte de los coadyuvantes (Tween 20+ Etanol) aplicado a las mismas concentraciones 

que los aceites esenciales sobre Phytophthora infestans. Sin embargo, estos 

resultados difieren en que las concentraciones mínimas inhibitorias de la presente 

investigación no poseen un efecto fungicida en contraste con el trabajo de Arango et 
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al. (2015), además de que estas son menores a las utilizadas en la presente 

investigación. Es importante recordar que la calidad de los aceites esenciales puede 

variar en función de la especie, y variedad de planta, condiciones de crecimiento, 

etapa fenológica, estrés, entre otros factores. En este caso, el orégano utilizado por 

aquel autor correspondía a la especie Lippia origanoides mientras que en el presente 

trabajo se utilizó una planta del género Lippia con especie aún por identificar.  

 

Soylu et al. (2006) quien en su investigación acerca de las actividades 

antimicrobianas de los aceites esenciales de diversas plantas contra agente de la 

enfermedad del tizón tardío del tomate Phytophthora infestans también  encontró que 

la inhibición del crecimiento micelial fue dependiente de la concentración de los 

aceites esenciales, siendo notoriamente la fase volátil más efectiva que la fase de 

contacto ya que las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) fueron menores, sin 

embargo a diferencia del trabajo de Soylu et al. (2006) las CMI en el presente trabajo 

sólo tienen un efecto fungistático y son más altas. Las CMI para la investigación de 

Soylu et al. (2006) para la fase volátil fueron: orégano 0,3 μg / ml de aire, por otro 

lado, hinojo, romero, lavanda, laurel 0,4, 1,2, 1,6 y 2,0 μg/ml de aire respectivamente. 

Para la fase contacto fueron: orégano, tomillo e hinojo aceites esenciales a 6.4 μg / 

ml inhibió el crecimiento de Phytophthora infestans completamente, mientras que el 

crecimiento del micelio fue totalmente inhibido por aceites esenciales de romero y 

de lavanda en 12,8 μg/ml y 25.6 μg/ml respectivamente. De aceite de laurel, sin 

embargo, causó una inhibición completa a la concentración más alta (51,2 μg/ml) que 

se utiliza en el estudio.  

 

Por otro lado, Soylu et al. (2010) en su investigación acerca de las actividades anti 

fúngicas in vitro y en vivo de los aceites esenciales de diversas plantas contra agente 

causal de la enfermedad moho gris tomate Botrytis cinerea, obtuvo resultados 

similares a su investigación anterior, solamente diferenciándose de esta en que 

trabajo con otro patógeno y uso otras plantas como fuente de aceites esenciales a 

excepción del orégano por lo que era de esperarse que las CMI encontradas fueran 

diferentes. Las CMI para el trabajo de Soylu et al. (2010) para la fase volátil fueron 

de orégano 0.2 μg/ml de aire, romero y lavanda 1.6 μg/ml de aire y para la fase de 

contacto orégano 12.8 μg/ml, romero y lavanda 25.6 μg/ml. 
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En ambas investigaciones realizadas por Soylu se encontró un efecto de disminución 

en la producción de esporas para el caso de Botrytis cinerea y esprangios para el caso 

de Phytophthora infestans. En la presente investigación también se propuso evaluar 

esta variable através del conteo del número de esporangios sin embargo, no se pudo 

llevar acabo debido a la ausencia de esporulación del patógeno en estudio, lo que 

pudo deberse a la pérdida de la virulencia del microorganismo al ser cultivado 

repetitivamente en medio de cultivo artificial tal y como lo señalan Hodgson & 

Sharma (1967). 

 

 Las investigaciones realizadas por Soylu, Arango y el presente trabajo se evidencia 

que las concentraciones de aceite esencial de orégano independiente de la especie y 

lugar donde se realizaron los trabajos son menores respecto a los demás aceites 

utilizados quedando así demostrado el gran potencial antimicrobiano de esta planta. 

Finalmente, este es la primera tesis de la universidad, hasta donde se tiene 

conocimiento, donde se ha buscado determinar el efecto antimicrobiano de los aceites 

esenciales y se espera que estas exploraciones básicas continúen y que, en el futuro, 

se pueda verificar su aplicación en campo, sabiendo que existen algunos desafíos a 

resolver como, por ejemplo, una mayor persistencia del producto en las plantas. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigación, se concluye lo 

siguiente: 

 La inhibición del crecimiento micelial es dependiente de la concentración de 

aceite esencial. 

 

 El experimento y el aceite esencial que mostraron una mayor inhibición del 

crecimiento micelial fueron el efecto volátil y el aceite esencial de Lippia sp., 

cuya concentración fue de 47 μg/ml de aire (CMI). Y el experimento y aceite 

esencial que mostraron una menor inhibición micelial fueron la fase de 

contacto y el aceite esencial de Piper aduncum cuya concentración 

corresponde a 6000 μg/ml (CMI). 

 

 El testigo control (solución de Tween 20 + Etanol) no presento diferencias 

significativas respecto al testigo absoluto, en la variable crecimiento micelial 

demostrando así que no existe un efecto significativo de este en la acción de 

los aceites esenciales sobre Phytophthora infestans. 

 

 La inhibición del crecimiento micelial es dependiente de la concentración de 

aceite esencial. 

 

 Las concentraciones mínimas inhibitorias de los aceites esenciales (Lippia sp. 

y Piper aduncum) de ambos experimentos poseen actividad fungistática. 

   

 Se corroboró que Phytophthora infestans cultivado en medio de cultivo sólido 

V8, no produce esporangios aun sin la presencia de aceites esenciales. 
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 Ajustar las concentraciones de aceites esenciales para obtener las concentraciones 

mínimas inhibitorias lo más próximas a lo real posible.  

 

 Después de probar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales realizar un 

análisis de espectrofotometría para poder cuantificar la cantidad exacta de los 

componentes de estos aceites esenciales. 

 

 Realizar un test con otros medios de cultivo para poder identificar el más adecuado 

para el desarrollo del microorganismo en estudio. 
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F.V. S.C.  gl   CM     F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

19505.33 

19505.33 

165.74 

19671.07 

5 

5 

18 

23 

3901.07 

3901.07 

9.21 

  

423.67 

423.67 

  

<0.0001 

<0.0001 

  

F.V. S.C.  gl  CM      F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

14793.98 

14793.98 

98.14 

14892.39 

5 

5 

18 

23 

2958.8 

2958.8 

5.47 

  

541.18 

541.18 

  

<0.0001 

<0.0001 

  

F.V. S.C.   gl CM     F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

6.42 

6.42 

32.27 

38.69 

   5 

 5 

18 

23 

1.28 

1.28 

1.79 

  

0.72 

0.72 

  

<0.6197 

<0.6197 

  

F.V. S.C.  gl CM     F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

18958.13 

18958.13 

1284.04 

2042 

5 

5 

18 

23 

3791.63 

3791.63 

71.34 

  

53.15 

53.15 

  

<0.0001 

<0.0001 
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F.V. S.C.  gl CM     F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

21010.54 

21010.54 

49.46 

21060 

  5 

  5 

18 

23 

4202.11 

4202.11 

2.75 

  

1529.28 

1529.28 

  

<0.0001 

<0.0001 

  

F.V. S.C.  gl CM     F P-valor 

Modelo 

concentración 

Error 

Total 

5.22 

5.22 

58.99 

64.21 

5 

5 

18 

23 

1.04 

1.04 

3.28 

  

0.32 

0.32 

  

<0.8954 

<0.8954 
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Figura 12. Preparación de medio de cultivo sólido V8. (A) Jugo de verduras V8; (B) Agar agar y 

carbonato de calcio (CaCO3); (C) Pesado de los insumos; (D) Disolución de la solución del medio de 

cultivo en una cocina eléctrica, (E) Autoclavado del medio de cultivo; (F) servido de las placas Petri con 

el medio de cultivo V8. 
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Figura 13. Aplicación de aceites esenciales y repicaje de Phytophthora infestans. (A) Pipeteado de 

las concentraciones de los aceites esenciales; (B) Repicaje del patógeno; (C) Trazado de las placas 

Petri; (D) Placas Petri en la incubadora; (E) Medición del crecimiento micelial; (F) Efecto 

antimicrobiano de los aceites esenciales. 
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Figura 14. Test de medios de cultivo. (A) medio agar papa dextrosa; (B) medio agar agar; (C) medio V8; 

(D) medio de alverja. 


