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Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la accion antimicrobiana
in vitro del aceite esencial de Lippia sp. y Piper aduncum L. sobre Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary. Las pruebas de confrontacion entre los aceites esenciales y
Phytophthora infestans fueron realizadas a 20 °C en ausencia de luz y en medio sélido
V8. Se realizaron dos tipos de experimentos: el efecto de contacto y el efecto volatil de
cada uno de los aceites esenciales. La variable evaluada fue el crecimiento micelial y, con
esta se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI). Ademas, se evalud la
actividad fungicida (muerte) y la actividad fungistéatica (inhibicion del crecimiento) de la
CMI para cada uno de los aceites esenciales. Para el efecto de contacto fue encontrada
una CMI de 4500 pg/mly 6000 pg/ml para Lippia sp. y Piper aduncum, respectivamente.
Para la fase volétil, la CMI fue de 47ug/ml de aire del aceite esencial de Lippia sp. y 58.7
pug/ml de aire del aceite esencial de Piper aduncum. En todos los casos, el efecto fue
fungistatico. Sin embargo, la concentracion maxima de la fase volatil del aceite esencial
de Lippia sp. presentd un efecto fungicida. Hasta donde se conoce, esta es la primera
evaluacion de aceites esenciales para el control de fitopatdgenos en la region Amazonas,
haciéndose necesario evaluar otros aceites esenciales sobre diferentes fitopatdgenos,

ademas de validar su efecto bajo diferentes condiciones ambientales.

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

fungistatico, concentracion minima 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 pg / ml and 6000 ug / ml was found
for Lippia sp. and Piper aduncum, respectively. For the volatile phase, the MIC was 47ug
/ ml of air of Lippia sp. essential oil and 58.7 pg / 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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I. INTRODUCCION

Actualmente el uso de fungicidas en la agricultura es cada vez mayor. El uso de
productos naturales es considerado como una gran alternativa debido a sus minimos
impactos negativos en el medio ambiente. Phytophthora infestants (Mont.) de Bary es
el causante del tizon tardio o rancha de la papa, una enfermedad que causa enormes
pérdidas en la cosecha de este importante tubérculo, alcanzando los costos de control
y los dafios valores superiores a 1 billon de euros en Europa (Erwin y Ribeiro, 1996;
Haverkort ef al., 2008). Hasta hoy se recuerda el triste capitulo de la destruccion de

cultivos de papa en Irlanda que provoco la hambruna y muerte de millares de personas.

La rancha o tizon tardio es la enfermedad mas importante de la papa en el Pert
(Eglisquiza et al., 2001). Ademas del cultivo de papa, esta enfermedad se presenta en

otros cultivos como tomate, aji, tomate de arbol entre otras solanaceas.

Principalmente el tizon tardio es controlado con aplicaciones periddicas de pesticidas
quimicos, que ademas de ser costoso resulta perjudicial para el medio ambiente, debido
a la presencia de residuos. Ademas, el desarrollo de resistencia en los microorganismos
puede llevar a una dependencia por mas agrotoxicos. Por otro lado, la salud humana
es puesta en riesgo debido a su lenta biodegradacion (Murillo et al., 2012; Isman,
2000). Debido a la pérdida de eficiencia, el elevado costo y los dafios irreparables en
el medio ambiente por parte de los fungicidas sintéticos, se tiene la necesidad de

desarrollar nuevos métodos de control y proteccion de los cultivos.

Se ha demostrado mediante investigaciones que las propiedades antimicrobianas de
los aceites esenciales pueden representar nuevas alternativas para el control de
fitopatogenos (Kordali ef al., 2007; Lee, 2007). Los compuestos quimicos contenidos
en los aceites esenciales han demostrado tener un efecto antimicrobiano contra un
amplio nimero de patogenos, son productos biodegradables, carecen de toxicidad,
demostrando asi que pueden ser utilizados en sistemas de manejo integrado de cultivos

(Soylu et al., 2006).
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Productos pesticidas de origen botanico permiten la produccion de alimentos
organicos, obteniendo un papel importante en la produccidn y proteccion postcosecha
de los alimentos en paises en vias de desarrollo, razon por la cual en la actualidad se
han incrementado la investigacion cientifica sobre este tipo de productos (Gurjar ef al.,

2012).

Por tal motivo los aceites esenciales se presentan como una alternativa frente al uso de
agroquimicos, teniendo en cuenta su poco efecto negativo en el medio ambiente al ser
un producto de una fuente natural, ademas de poseer resultados satisfactorios como un
antimicrobiano. En este contexto, en la presente investigacion se busco determinar la
actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Lippia sp. y Piper aduncum

sobre el crecimiento de Phytophthora infestans.
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IT. MATERIAL Y METODOS
2.1. Lugar de ejecucion
El proceso de la ejecucion y evaluacion de la actividad antimicrobiana de dos
aceites esenciales contra Phytophthora infestans, se llevé a cabo durante los meses
de junio a diciembre de 2018, en los ambientes del Laboratorio de Investigacion de
Sanidad Vegetal (LABISANV) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza de Amazonas - Ciudad Universitaria Chachapoyas.

CAMPUS UNIVERSITARIO LABORATORIO DE
DE LA UNTRM INVESTIGACION

= DE SANIDAD VEGETAL

— (LABISANY)

REPUBLICA
DEL PERU

DEPARTAMENTO
AMAZONAS

Figura 1. Mapa de ubicacion del Laboratorio de Investigacion de Sanidad Vegetal (LABISANV),
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM)-Chachapoyas.
Fuente. (Ramires ,2018)

19



2.2. Diseiio de la investigacion

2.2.1. Descripcion de los tratamientos

Tabla 1l

Descripcion de los tratamientos

Experimento: 01 fase de contacto

Experimento 02: fase volatil

Aceite Concentraciones Descripcion Aceite Concentraciones Descripcion
esencial esencial
C1=0 pg/ml T1=AC1l C1=0ug/ml de aire T1=ACl
C2=1500pg/ml  T2=AC2 C2=11.7ug/ml de aire  T2= AC2
A=Lippia C3=3000 pg/ml  T3=AC3 A=Lippia C3=23.5ug/mldeaire T3=AC3
sp. C4=4500pg/ml  T4=AC4 sp. C4=352pg/ml de aire  T4= AC4
C5=6000pug/ml  T5= AC5 C5=47 ug/ml de aire T5= AC5
C6=6500pg/ml  T6= AC6 C6=58.7ug/ml de aire ~ T6= AC6
Experimento: 03 fase de contacto Experimento 04: fase volatil
Aceite Concentraciones Descripcion Aceite Concentraciones Descripcion
esencial esencial
C1=Opg/ml T1=BC1 C1= Oug/ml de aire T1=BC1
C2=1500pg/ml  T2=BC2 C2=11.7pg/ml de aire = T2=BC2
B=Piper C3=3000png/ml T3=BC3 B=Piper C3=23.5ug/mldeaire T3=BC3
aduncum  C4=4500pg/ml  T4=BC4  aduncum C4=352ug/mldeaire T4=BC4
C5=6000pug/ml  T5=BC5 C5= 47ug/ml de aire T5=BC5
C6=6500ug/ml  T6=BC6 C6=58.7ug/ml de aire  T6= BC6

En latabla 1 se observa que en la presente investigacion 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 descripcién 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 ultimo cada

tratamiento estd conformado por un aceite esencial y una respectiva concentracion tanto para la fase de

contacto como para la fase volatil.
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2.2.2. Tratamientos
Tabla 2

Tratamientos de la investigacion

Experimento 01: fase de contacto, aceite  Experimento 02: fase volatil, aceite

esencial de Lippia sp. esencial de Lippia sp.
Tratamientos Tratamientos
T1 T1
T2 T2
T3 T3
T4 T4
T5 T5
T6 T6
Experimento 03: fase de contacto aceite ~ Experimento 04: fase volatil aceite
esencial de Piper aduncum esencial de Piper aduncum
Tratamientos Tratamientos
T1 T1
T2 T2
T3 T3
T4 T4
T5 T5
T6 T6

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 volatil como para la fase de contacto.

2.2.3. Testigo

El testigo estuvo conformado solamente por medio de cultivo solido 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
realiz6 un ensayo utilizando una solucion de Tween 20 + Etanol en las

mismas concentraciones utilizadas en los aceites esenciales.
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2.3.Caracteristicas de la unidad experimental
Tabla 3

Caracteristicas generales del experimento

Disefio completo al azar

Repeticiones (placas de Petri) 4
Tratamientos 6
N° de unidades experimentales 24

NUmero total de placas de Petri a Y
evaluar

2.4. Poblacion y muestra
2.4.1. Poblacion
La poblacion 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 probabilistico.

2.5. Analisis de datos
2.5.1. Disefio experimental
Se trabajé con un disefio 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 volatil; con seis

concentraciones cada uno, incluyendo el control.

Por lo tanto, se cont6 con 6 tratamientos y cuatro repeticiones, donde cada
unidad experimental estuvo conformada por una placa Petri de 90 mm de
diametro. Ademas, los ensayos fueron replicados una vez, con un total de 4

disefios experimentales.
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Modelo aditivo lineal:
Yij=p+Ti+ Ej

Donde:

Yij: Control de Phytophthora infestans en la i-ésima dosis de aceite
esencial y j-ésima repeticion.

u: Efecto de la media general

Ti: Efecto del i-ésimo tratamiento

Eij: Efecto aleatorio (error experimental) que pertenece a la Yij
observacion de la variable respuesta con i-ésimo tratamiento, j-ésima

tratamiento.

2.5.2. Esquema del analisis de varianza
Prueba de hipotesis
La hipotesis para tratamientos
Ho: TI =T2=T3=... =T6
Ha: T1#T2#T3#...#T6 parai=1, 2, 3,...,6 tratamientos.

Nivel de significacion: a = 5%

Tabla 4
Cuadro ANVA
Fuente de  Sumade Grados de Cuadrados Fc
variacion  Cuadrados Libertad Medios
Tratamiento  SC tratamientos t-1 CMuratamiento  CMratamientos/
CME
Error SC error xf (n;—1) CME
Total SC total %, (n—1)
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2.6.Variables de estudio y su metodologia de evaluacion
2.6.1. Crecimiento micelial
Corresponde a la media de crecimiento micelial radial del patogeno que se
determin6 midiendo el didmetro de la colonia en dos direcciones
perpendiculares el dia en que el medio nutritivo de la placa de Petri del control
fue completamente cubierta por Phytophthora infestans en las placas Petri
que correspondian al testigo (sin presencia de aceite esencial). Esto se realizé

7 dias despues de la siembra.

2.6.2. Concentracion minima inhibitoria
De una serie de concentraciones evaluadas de los aceites esenciales, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) es aquella a partir de la cual no se
observa crecimiento radial desde el disco con micelio del microorganismo
evaluado, indicando completa inhibicion. Esta CMI puede ser refinada hasta
encontrar un valor mas preciso, o proximo 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 inhibicion temporal, denominado efecto fungistatico.

2.6.3. Efecto fungicida
Los discos de medio sélido sembrados en las placas de Petri donde no se
observd crecimiento de Phytophthora infestans después de siete dias, fueron
repicados en placas de Petri con medio de cultivo sélido V8 sin aceites
esenciales. Cinco dias después fueron realizadas las evaluaciones. La
concentracion fue considerada fungicida si no se observo el crecimiento del

patdgeno.

2.6.4. Efecto fungistéatico
Siguiendo el mismo procedimiento anterior, cuando el crecimiento micelial
fue reiniciado, el efecto del aceite esencial para una determinada
concentracion fue considerado fungistatico si el crecimiento del patdégeno fue

retomado.
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2.7. Equipos, insumos y materiales de laboratorio
2.7.1. Equipos
= Agitador vortex
= Autoclave
= Balanza analitica
= Balanza gramera
= Bafio maria
= Céamara de flujo laminar
= Cocina eléctrica
= Equipo industrial de destilacion
* Incubadora
= Microondas
= Microscopio de diseccién
= Microscopio de luz

= Refrigerador

2.7.2. Materiales
= Algoddn
= Asa de siembra de platina
= Calibre de Vernier digital
= Cinta adhesiva
= Espatula de Drigalski
= Espétula para pesado
= Estilete artesanal
= Frascos ambar y de vidrio transparente
= Frascos de vidrio con tapa rosca autoclavables de 250, 500 y 1000 ml
= Gradillas o racks
= Guantes de nitrilo o latex
= Hilo pabilo
= Hornilla eléctrica
= Laminas cubre objeto
= Laminas de bisturi
= Laminas porta objeto

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

= Mechero de alcohol

= Micropipetas de 10 ul, 100 ul y 1000 pl

= Papel de aluminio

= Papel kraft

= Papel toalla

= Parafilm o plastico transparente de PVC

» Pinzas de acero inoxidable

= Pisetas

= Placas de Petri

=  Plumon indeleble

= Probeta de 1000 ml de vidrio

= Probeta de 25 ml de pléastico

= Puntas de pipeta de diferentes tamafios, sin filtro
= Recipientes plasticos para camara humeda

= Saca bocado de 5 mm de didmetro de abertura

= Tubos de ensayo

= Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml

= Vasos de precipitado de 200 ml, 250 ml, 500 ml y 1000 mi

2.7.3. Material biologico
= Aislado de Phytophthora infestans.
= Material vegetal de Lippia sp.

= Material vegetal de Pipper aduncum

2.7.4. Insumos
= Agar-agar
= Agua destilada
= Alcohol etilico comercial de 96°
= Azul de lactofenol
= Carbonato de calcio (CaCO3)
= Jugo V8®
= Lejia comercial
= Papa dextrosa agar (PDA)

= Tween 20
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2.8. Preparacion de los experimentos
2.8.1. Recoleccion 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, region Amazonas.
El material vegetal consistio 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
ingenieria de la UNTRM-A donde se almacend a temperatura ambiente
durante un dia antes de ser realizada la extraccion de su aceite esencial por

destilacion.

2.8.2. Destilado de los aceites esenciales
Los aceites esenciales fueron obtenidos mediante destilacion por arrastre de
vapor de las especies de orégano silvestre (Lippia sp.) y matico (Piper
aduncum) mediante el procedimiento descrito por Ventura (2017): Se montd
el equipo de destilacion. Se peso6 10 kg de material vegetal. Seguidamente se
coloco 15 litros de agua destilada en el tanque generador de vapor y en el
tanque superior el material vegetal a destilar. Se calenté con una cocina
industrial el tanque generador de vapor hasta la ebullicién. Después de un
tiempo aproximado de cinco horas se suspendid el proceso de extraccion el
aceite esencial, cuando se observé que el liquido (agua + aceite) producto del
destilado ya no presentaba aceite. En seguida se separé el aceite esencial por
decantacion. Se coloco el aceite en botella ambar de 10 ml con tapa, se sellé
con parafilm y se etiquetd. Inmediatamente los frascos fueron almacenados a

una temperatura de -22°C hasta su utilizacion.

2.8.3. Determinacion y célculo de la densidad de los aceites esenciales.
En una balanza analitica se pesaron 10 pl de los aceites esenciales, repitiendo
10 veces el procedimiento. Se procedié de la misma manera con agua

destilada. Se obtuvieron los siguientes promedios de peso.
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2.8.4.

= Lippia sp.
10 pl: X = 0.00867 g £ 0.00010952

= Piper aduncum

10 pl: X =0.00888 g + 0.00012668
» H20
10 pl: ¥ =0.00992 g + 3.91993E-05

El agua destilada, bajo ciertas condiciones ambientales y de altitud, tiene
tedricamente una densidad de 1 g/ml. Sin embargo, se comprobd que el peso
obtenido no corresponde a ese valor, probablemente también por cuestiones
asociadas con el pipeteo y la retencion de pelicula de liquido en las puntas de
las pipetas. De cualquier forma, el valor obtenido es el considerado como real.
Teniendo en cuenta los datos obtenidos se calculd la densidad aparente de los

aceites esenciales.

= Lippia sp: 0.87 g/ml
= Piper aduncum: 0.89 g/ml

Aislamiento y cultivo de Phytophthora infestans

Una muestra foliar de papa con el sintoma caracteristico de la enfermedad
causada por Phytophthora infestans fue revisada bajo el microscopio de
diseccion y microscopio compuesto, identificando los esporangios tipicos de
este microorganismo. Se compararon las imagenes con el de las claves

taxondmicas, segun se describe en el trabajo de Jaramillo (2003).

Muestras de foliolos de papa infectadas con Phytophthora infestans de 5 x 5
mm?2 fueron desinfectadas con (legia 10% del producto comercial) durante 2
minutos y luego se enjuagd 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 dias para permitir que el micelio

crezca en el medio. Pequefios bloques de agar que contienen hifas fueron
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retirados con un sacabocado de los margenes de la colonia y transferidos a
una nueva placa de Petri con medio sé6lido V8 para su crecimiento bajo las
mismas condiciones. El repicaje se repitio tres veces, para luego con ayuda
de un microscopio confirmar la presencia del oomycete, sin contaminantes.

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

Se tomd la decicion de trabajar con medio de cultivo sélido V8 ya que luego
de realizar un test de medios de alverja, agar papa dextrosa, agar agar y V8,
este ultimo fue donde Phytophthora infestans se desarrollé mas rapidamente

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

2.8.5. Preparacion de medio de cultivo sélido V8

Componentes Cantidad
Jugo V8 200 ml
CaCOs 39

Agar 20g

H-O destilda (q.s.p) 1000 ml

*q.s.p. cantidad suficiente para...

Procedimiento
= En una balanza gramera se pesé el agar y el CaCO0s. Para la
extraccion de estos componentes de su frasco de almacenamiento
se utilizaron espatulas diferentes. En una probeta se midié el

volumen requerido de jugo V8.

= Una vez medidos los insumos se agregaron a un vaso de
precipitado de 1000 ml y se agregd agua destilada hasta completar
un volumen de 500 ml aproximadamente. El vaso de precipitado
conteniendo la solucién se coloco sobre una cocina eléctrica,
hasta conseguir que esta hierva durante aproximadamente 1
minuto, esta solucion se removié permanentemente con una

espatula.
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» Una vez retirada la solucion de medio de cultivo de la cocina
eléctrica aun caliente y con ayuda de guantes aislantes de calor se
virtid dicha solucion e un aprobeta de 1 000 ml, inmediatamente
se le adicion0 agua destilada hasta completar el volimen de 600

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

= Seguidamente se procedio 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 algodén en

sus respectivas bocas.

» Los matraces fueron introducidos en una autoclave para la

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

2.9. Aplicacion de los tratamientos
2.9.1. Concentraciones de los aceites esenciales y su preparacion
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 ug/ml de aire para la fase volatil y 0, 0.4, 1.6, 6.4, 25.6 y 102.4 pug/ml
para la fase de contacto. Sin embargo, no se observo 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 decidid realizar un test preliminar con las siguientes
concentraciones: 0, 500, 3 000, 6 000, 8 000, 10 000 pg/ml para la fase de
contacto y 0, 3.9, 24.5, 39.1, 58.7, 78.3 ug/ml de aire para la fase volatil. Al
concluir el test se ajustaron las concentraciones para valores mas proximos de
la CMI: 0, 1 500, 3 000, 4 500, 6 000, 6 500 ng/ml para la fase de contacto y
0,11.7, 235, 35.2, 47, 58.7 pug/ml de aire para la fase volatil.

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. EI medio de cultivo V8 fue
autoclavado v, al finalizar, enfriado en bafio maria a 40 °C. Bajo esa condicion

de temperatura fue adicionado 1 ml del aceite esencial preparado a una
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concentracion 100x (veces) mayor, de forma que en los 100 ml de medio
quedase a la concentracion adecuada. Las diferentes concentraciones de los
aceites esenciales se prepararon en micro tubos de 1.5 mL. Cada micro tubo
contenia Etanol al 0.5% (520.8 pl) y Tween 20 al 0.1% (100 ul) mas la
respectiva concentracion de aceite esencial. EI volumen de 1ml se complet6

con agua destilada esteéril.

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 solido
V8 de 5 mm de didmetro fueron extraidos con un sacabocado desde el borde
de una colonia de Phytophthora infestans de 7 dias de edad y se sembraron
en el centro de las placas de Petri que contenian medio de cultivo mas el aceite
esencial. Seguidamente, las placas de Petri fueron colocadas en una
incubadora a 20 °C.

2.9.3. Fase volatil

Se usaron placas de Petri de vidrio de 90 mm para la determinacion del efecto
de la fase volatil 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 didmetro 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 posicion invertida para evitar la
condensacion de humedad. La inhibicion de la fase volétil del aceite esencial
en sus diferentes concentraciones fue determinada por la medicion diaria del
diametro de la colonia, de la misma forma que realizado por Soylu et al.,
(2006).

2.9.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
La media de crecimiento micelial radial del patdgeno se determind midiendo

con la ayuda de un pie de rey digital el diametro de la colonia en dos
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2.9.5.

direcciones con angulos rectos cuando la superficie de la placa del tratamiento
control (sin aceites esenciales) se cubrié por completo. Esto sucedio siete dias
después de la siembra. Para cada concentracion se realizaron cuatro réplicas.
Los valores de crecimiento radial fueron transformados a porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial en relacidn con el tratamiento de control

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

Dc — Dt
IcM (%) = %(mu)

IMC= Inhibicion del crecimiento micelial expresado en porcentaje
Dc= Diametro de crecimiento del control

Dt= Diametro de crecimiento de los tratamientos

Determinacion de las propiedades antimicrobianas de los aceites

esenciales
La CMI de los aceites esenciales, expresada como pg/ml para la fase de
contacto y ug/ml de aire para la fase volatil requeridos para dar control
completo se calculé midiendo el crecimiento del patégeno. Esta corresponde
a la menor concentracién en la cual el microorganismo no presento
crecimiento evidente. El disco de agar conteniendo Phytophthora infestans a
partir del cual no se verifico crecimiento micelial hacia el medio envenenado,
fue transferido a medio de cultivo s6lido V8 sin aceite esencial. Se incubaron
las placas de Petri durante cinco dias. La CMI de cada uno de los aceites
esenciales fue clasificada como fungicida o fungistatica. Un efecto fungicida
fue donde no hubo crecimiento, mientras que un efecto fungistatico ocurrié
cuando la inhibicién del crecimiento microbiano sucedié temporalmente y
retomo su crecimiento cuando el medio no tenia aceite esencial (Soylu et al.,
2006).
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I1I. RESULTADOS

3.1. Crecimiento micelial

3.1.1.

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., segun la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo
cuatro grupos estadisticos donde se observa que el grupo A que va desde
4500 pg/ml (concentracion minima inhibitoria) hasta 6500 pg/ml
(concentracion maxima) presenta inhibicion completa en el crecimiento
micelial de Phytophthora infestans y el grupo D correspondiente al
testigo absoluto sin ninguna concentracion 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.

ACTIVIDAD ANTICROBIANA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Lippia sp.

90 71.06
£ 8 D
70 51.62
e
= 60 C
£ 50
g 40
-5 30 10.18
8 20 B 0 0 0

=
o

- A A A

Cl=0 C2=1500 C3=3000 C4= 4500 C5= 6000 C6= 6500
CV=13.7 Concentraciones (ug/ml)

o

Figura 2. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones
de aceite esencial de Lippia sp. para la fase de contacto.

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, segin la prueba de Duncan p<0.05;
obteniendo cinco grupos estadisticos donde se observa que el grupo A

que va desde 6000 pg/ml (concentracién minima inhibitoria) hasta 6500
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pug/ml (concentraciobn maxima) presenta inhibicion completa en el
crecimiento micelial de Phytophthora infestans y el grupo E
correspondiente al testigo absoluto sin ninguna concentracion 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.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Piper aduncum.

90 72.38
E

= 80
&
= 70
~ 60
=
% 50
= 40
€ 30 19.37 14.36
S D c 8.71
D 20 . B 0 0
O 10 . A A

0 %y

C1=0 C2=1500 C3=3000 C4=4500 C5=6000 C6= 6500
Ccv=12.22 Concentraciones (ng/ml)

Figura 3. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones

de aceite esencial de Piper aduncum para la fase de contacto.

Tween 20 + Etanol

Los aceites esenciales fueron mezclados con Tween 20 y Etanol para
garantizar una emulsion adecuada de estos. Para confirmar la ausencia de
un efecto de los coadyuvantes utilizados junto con los aceites esenciales,
se realiz6 una verificacion con el mismo namero 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 segun la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo un
solo grupo estadistico 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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El cuadro ANVA correspondiente para la figura 3 se puede apreciar en
el ANEXO 1.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ETANOL +

TWEEN 20

82.91

86
3328 82.05 82.86
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Figura 4. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans a bajo seis concentraciones
de Tween 20 + Etanol para la fase de contacto.

En la figura 5 se observa la comparacion de la inhibicion micelial de los
aceites esenciales en términos de porcentaje respecto al testigo absoluto.
Se observa una mayor inhibicion del crecimiento micelial de
Phytophthora infestans por parte del aceite esencial de Lippia sp.,
alcanzando una inhibicion del 100% a partir de la cuarta concentracion
(4500 pg/ml) que corresponde a la concentracion minima inhibitoria,
mientras que por otro lado el aceite esencial de Piper aduncum alcanza
una inhibicion del 100% a partir de la quinta concentracion (6000 pg/ml)

que corresponde a la concentracion minima inhibitoria.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicién micelial de los dos aceites esenciales para la fase de
contacto.

Fase volatil
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., segun la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo tres grupos
estadisticos donde se observa que el grupo A que va desde 47 ug/ml de
aire (concentracion minima inhibitoria) hasta 58.7 pg/ml de aire
(concentracion maxima) presenta inhibicion completa en el crecimiento
micelial de Phytophthora infestans y el grupo C correspondiente al testigo
absoluto sin ninguna concentracién 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

de aceite esencial de Lippia sp. para la fase volatil.

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, segun la prueba de Duncan p<0.05;
obteniendo seis grupos estadisticos donde se observa que el grupo A que
corresponde a 58.7 pg/ml de aire (concentracion minima inhibitoria)
presenta inhibicion completa en el crecimiento micelial de Phytophthora
infestans y el F correspondiente al testigo absoluto sin ninguna
concentracion 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 7. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones

de aceite esencial de Piper aduncum para la fase volatil.

Tween 20 + Etanol

Los aceites esenciales fueron mezclados con Tween 20+Etanol para
garantizar una emulsion adecuada de estos. Por lo tanto, para confirmar
la ausencia de un efecto de los coadyuvantes utilizados junto con los
aceites esenciales, se realiz una verificacion con el mismo nimero 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 segun la prueba de Duncan p<0.05; obteniendo un
solo grupo estadistico 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 8. Crecimiento micelial de Phytophthora infestans bajo seis concentraciones

de Tween 20 + Etanol para la fase volatil.

En la figura 9 se observa la comparacion de la inhibicion micelial de los
aceites esenciales en términos de porcentaje respecto al testigo absoluto.
Se observa una mejor inhibiciébn del crecimiento micelial de
Phytophthora infestans por parte del aceite esencial de Lippia sp.,
alcanzando una inhibicion del 100% a partir de la quinta concentracion
(47 ng/ml de aire) que corresponde a la concentracion minima inhibitoria,
mientras que por otro lado el aceite esencial de Piper aduncum alcanza
una inhibicion del 100% a partir de la sexta concentracion (58.7 pg/ml

de aire) que corresponde a la concentracion minima inhibitoria.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion micelial de los dos aceites esenciales para la fase
volatil.
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3.2. Formacion de esporangios
Durante la ejecucion del proyecto de investigacion se propuso realizar el conteo
de nimero de esporangios a traves de cinco campos al azar a través del método
descrito por Simpfendorfer (2001). Sin embargo, después de algunos intentos de
induccion para la formacion de esporangios con diferentes medios de cultivo y

temperaturas, se verificé una incapacidad de microorganismo para esporular.

3.3. Actividad fungistatica/fungicida
La actividad fungistatica/fungicida consisti6 en determinar si el cultivo de
Phytophthora infestans a la concentracion minima inhibitoria (CMI) tanto para la
fase volatil como para la fase de contacto luego de una exposicién de 7 dias a esta
altima y cultivada nuevamente por 5 dias en medio de cultivo sélido V8 sin la
presencia de ninguna concentracion de aceites esenciales. Si el cultivo luego de
los 5 dias conseguia crecer entonces la concentracion minima inhibitoria se
consideraba que tenia un efecto fungistatico. De lo contrario si el cultivo luego de

5 dias no conseguia crecer la CMI se consideraba que tenia un efecto fungicida.

Tabla 5
Actividad fungicida/fungistatica de las concentraciones de aceites esenciales para

la fase de contacto

FASE DE CONTACTO

Aceite esencial de Lippia sp.

C.M.1.* = 4500 pg/ml Actividad fungistatica

Aceite esencial de Piper aduncum.

C.M.1. = 6000 pg/ml Actividad fungistatica

*CMI = Concentracion minima inhibitoria.

Se observa que la CMI del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 4500 pug/ml para la fase
de contacto posee una actividad fungistatica. Por otro lado, también se observa que la CMI del
aceite esencial de Piper aduncum correspondiente a 6000 pg/ml también posee una actividad

fungistética.
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Tabla 6
Actividad fungicida/fungistatica de las concentraciones de aceites esenciales para

la fase volatil

FASE VOLATIL

Aceite esencial de Lippia sp.

CMI* = 47 ug/ml de aire Actividad fungistatica

Aceite esencial de Piper aduncum.

CMI =58.7 pug/ml de aire Actividad fungistatica

Concentracion inhibitoria =

58.7 ng/ml de aire de aceite Actividad fungicida
de Lippia sp.

*CMI = Concentracion minima inhibitoria.

Se observa que la CMI del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 47 pg/ml de aire para la
fase volatil posee una actividad fungistatica. Por otro lado, también se observa que la CMI del
aceite esencial de Piper aduncum correspondiente a 58.7 pg/ml de aire también posee una
actividad fungistética. Sin embargo, adicionalmente se corrobord que la méxima concentracion
del aceite esencial de Lippia sp. correspondiente a 58.7 pg/ml de aire posee una actividad

fungicida.
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IV. DISCUSION
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
volatil 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 inhibicion del crecimiento micelial alcanzaron el 100% respecto al
testigo absoluto dependientes de la dosis a partir de la concentracion minima
inhibitoria, cuyas concentraciones para la fase contacto y el aceite esencial de Lippia
sp. fueron de 4500 pg/ml mientras que para el aceite esencial de matico fue de 6000
pg/ml, obteniendo un efecto fungistatico para estas concentraciones. En el
experimento de la fase volatil las concentraciones minimas inhibitorias para los
aceites esenciales de Lippia sp. y Piper aduncum fueron de 47 pg/ml de aire y
58.7ug/ml de aire respectivamente, obteniendo un efecto fungistatico para estas
concentraciones a excepcion de la Gltima concentracion del aceite esencial de Lippia
sp. En cuanto al testigo control para ambas fases que consistio en una solucion 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 investigacién 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 concentracion de 150 upg/ml
(concentracion minima inhibitoria) de aceite de Lippia origanoides se observo una
inhibicién del 100% del crecimiento micelial de Phytophthora infestans. Ademas,
mostro 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
ningun efecto sobre el crecimiento de Phytophthora infestans. EI mismo resultado se
encontrd 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 minimas inhibitorias de la presente

investigacion no poseen un efecto fungicida en contraste con el trabajo de Arango et
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al. (2015), ademas de que estas son menores a las utilizadas en la presente
investigacion. Es importante recordar que la calidad de los aceites esenciales puede
variar en funcion de la especie, y variedad de planta, condiciones de crecimiento,
etapa fenoldgica, estrés, entre otros factores. En este caso, el orégano utilizado por
aquel autor correspondia a la especie Lippia origanoides mientras que en el presente
trabajo se utiliz6 una planta del género Lippia con especie aun por identificar.

Soylu et al. (2006) quien en su investigacion acerca de las actividades
antimicrobianas de los aceites esenciales de diversas plantas contra agente de la
enfermedad del tizén tardio del tomate Phytophthora infestans también encontré que
la inhibicidn del crecimiento micelial fue dependiente de la concentracion de los
aceites esenciales, siendo notoriamente la fase volatil méas efectiva que la fase de
contacto ya que las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) fueron menores, sin
embargo a diferencia del trabajo de Soylu et al. (2006) las CMI en el presente trabajo
solo tienen un efecto fungistatico y son mas altas. Las CMI para la investigacion de
Soylu et al. (2006) para la fase volatil fueron: orégano 0,3 pg / ml de aire, por otro
lado, hinojo, romero, lavanda, laurel 0,4, 1,2, 1,6 y 2,0 pg/ml de aire respectivamente.
Para la fase contacto fueron: orégano, tomillo e hinojo aceites esenciales a 6.4 pg /
ml inhibio 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 ug/ml y 25.6 pg/ml respectivamente. De aceite de laurel, sin
embargo, causo una inhibicion completa a la concentracion mas alta (51,2 pug/ml) que

se utiliza en el estudio.

Por otro lado, Soylu et al. (2010) en su investigacion acerca de las actividades anti
fangicas 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 investigacion anterior, solamente diferenciandose de esta en que
trabajo con otro patdgeno y uso otras plantas como fuente de aceites esenciales a
excepcion 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 volatil fueron
de orégano 0.2 pg/ml de aire, romero y lavanda 1.6 pg/ml de aire y para la fase de

contacto orégano 12.8 pg/ml, romero y lavanda 25.6 pg/ml.

43



En ambas investigaciones realizadas por Soylu se encontrd un efecto de disminucién
en la produccion de esporas para el caso de Botrytis cinerea y esprangios para el caso
de Phytophthora infestans. En la presente investigacion también se propuso evaluar
esta variable através del conteo del niUmero de esporangios sin embargo, no se pudo
llevar acabo debido a la ausencia de esporulacion del patégeno 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 sefialan 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 demés aceites
utilizados quedando asi 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 basicas continden y que, en el futuro,
se pueda verificar su aplicacion en campo, sabiendo que existen algunos desafios a
resolver como, por ejemplo, una mayor persistencia del producto en las plantas.
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V.CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se concluye lo

siguiente:

La inhibicion del crecimiento micelial es dependiente de la concentracion de

aceite esencial.

El experimento y el aceite esencial que mostraron una mayor inhibicion del
crecimiento micelial fueron el efecto volatil y el aceite esencial de Lippia sp.,
cuya concentracion fue de 47 pg/ml de aire (CMI). Y el experimento y aceite
esencial que mostraron una menor inhibicién micelial fueron la fase de
contacto y el aceite esencial de Piper aduncum cuya concentracion
corresponde a 6000 pg/ml (CMI).

El testigo control (solucién de Tween 20 + Etanol) no presento diferencias
significativas respecto al testigo absoluto, en la variable crecimiento micelial
demostrando asi que no existe un efecto significativo de este en la accion de

los aceites esenciales sobre Phytophthora infestans.

La inhibicion del crecimiento micelial es dependiente de la concentracion de

aceite esencial.

Las concentraciones minimas inhibitorias de los aceites esenciales (Lippia sp.

y Piper aduncum) de ambos experimentos poseen actividad fungistatica.

Se corrobor6 que Phytophthora infestans cultivado en medio de cultivo sélido

V8, no produce esporangios aun sin la presencia de aceites esenciales.
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VI. RECOMENDACIONES

Ajustar las concentraciones de aceites esenciales para obtener las concentraciones

minimas inhibitorias lo méas proximas a lo real posible.
Después de probar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales realizar un
analisis de espectrofotometria 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 mas adecuado

para el desarrollo del microorganismo en estudio.
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ANEXO 1. Analisis de varianza
Tabla 7
Andlisis de varianza para la variable crecimiento micelial de la fase de

contacto del aceite esencial de Lippia sp.

F.V. S.C. gl CM F P-valor
Modelo 19505.33 5 3901.07 423.67 <0.0001
concentracion  19505.33 5 3901.07 423.67 <0.0001
Error 165.74 18 9.21

Total 19671.07 23

Tabla 8

Andalisis de varianza para la variable crecimiento micelial de la fase de contacto

del aceite esencial de Piper aduncum.

F.V. S.C. gg CM F P-valor
Modelo 1479398 5 2958.8 541.18 <0.0001
concentracion 1479398 5 2958.8 541.18 <0.0001
Error 98.14 18 5.47

Total 14892.39 23

Tabla 9

Andalisis de varianza para la variable crecimiento micelial de la fase de contacto

de Tween 20 + Etanol.

F.V. S.C. gl CM F P-valor
Modelo 6.42 5 1.28 0.72 <0.6197
concentracion 6.42 5 1.28 0.72 <0.6197
Error 32.27 18 1.79

Total 38.69 23

Tabla 10

Andalisis de varianza para la variable crecimiento micelial para la fase volatil del

aceite esencial de Lippia sp.

F.V. S.C. g CM F P-valor
Modelo 18958.13 5 3791.63 53.15 <0.0001
concentracion 18958.13 5 3791.63 53.15 <0.0001
Error 1284.04 18 71.34

Total 2042 23
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Tabla 11
Analisis de varianza para la variable crecimiento micelial para la fase de volatil

del aceite esencial de Piper aduncum.

F.V. S.C. gl CM F P-valor
Modelo 2101054 5 4202.11 1529.28 <0.0001
concentracion 21010.54 5 4202.11 1529.28 <0.0001
Error 49.46 18 2.75

Total 21060 23

Tabla 12

Analisis de varianza para la variable crecimiento micelial para la fase volatil de

Tween 20 + Etanol.

F.V. S.C. gl CM F P-valor
Modelo 522 5 1.04 0.32 <0.8954
concentracion 522 5 1.04 0.32 <0.8954
Error 58.99 18 3.28

Total 64.21 23
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ANEXOS 2. Panel fotografico

Figura 10. Aislamiento de Phytophthora infestans: (A) Fuente de indculo; (B) Muestra esporangios

de Phytophthora infestans; (C) Placa de Petri con aislados de hoja; (D) Cultivo del patogeno en

medio de cultivo solido V8.
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Figura 11. Destilado de aceites esenciales, (A) Lippia sp.; (B) Piper aduncum; (C) Proceso de

destilado de arrastre de vapor; (D) Decantado del aceite esencial.
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Figura 12. Preparacién de medio de cultivo solido V8. (A) Jugo de verduras V8; (B) Agar agar y

carbonato de calcio (CaCO3); (C) Pesado de los insumos; (D) Disolucion de la solucion 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. Aplicacion de aceites esenciales y repicaje de Phytophthora infestans. (A) Pipeteado de
las concentraciones de los aceites esenciales; (B) Repicaje del patdégeno; (C) Trazado de las placas
Petri; (D) Placas Petri en la incubadora; (E) Medicién 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.
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