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ARTICULO ORIGINAL
Efecto in vitro de aceites esenciales sobre Alternaria solani Sor auer
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RESUMEN: Este trabajo tuvo como objetivo determinar la actividad antifangica in vitro de diez acetes
esenciales sobre Alternaria solani Sorauer, importante patégeno de las solanaceas. Se evalud d efecto por
contacto directo y por exposicion a los vapores. Los bioensayos se realizaron segun disefio completamente
aleatorizado, se utilizd d método de discos de papel inoculados con los aceites, enfrentados a discos del
fitopatégeno y se evalud d crecimiento radial dd hongo. Todos los aceites, excepto Citrus sinensis (L.) Osbeck
(naranjo dulce), inhibieron € crecimiento micdial hasta los 7 dias. A los 14 dias se observo inhibicion total en
los tratamientos con los aceites de Pimpinella anisum L. (anis), Ocimum basilicum L. (albahaca blanca),
Ocimum basilicum L. variedad genovese (albahaca genovesa) y Piper auritum Kunth (caisimon de anis).
Los metabolitos volétiles de los aceites no mostraron efecto fungicida; no obstante se observé inhibicion del
crecimiento micelial de A. solani en los tratamientos con los extractos de Ruta chalepensis L. (ruda) y Piper
auritum. Los resultados abren nuevas perspectivas para @ control de este patdgeno.

Palabras clave: aceites esenciales, actividad antifingica, Ocimum basilicum, Piper marginatum, Ruta
chalepensis, Pimpinella anisum, Piper auritum, Piper aduncum subsp. Ossanum, Citrus sinensis.

In vitro effect of essential oilson Alternaria solani Sorauer

ABSTRACT: The aim of this work was to determine the in vitro antifungal activity of ten essential oils on
Alternaria solani SORAUER. The effect by direct contact and exposure to vapors was evaluated. The
bioassays were performed using a completely randomized design and the method of paper discs inoculated
with the oils facing phytopathogen discs; the fungal radial growth was evaluated. All the cils, except those
from Citrus sinensis (L.) Osbeck (sweet orange), inhibited the mycelial growth until the seventh day. At day
14, atotal inhibition was observed in the treatments with the oils from Pimpinella anisum L. (anise), Ocimum
basilicum L. (white basil), Ocinum basilicum L. var. genovese (Genovese basil), and Piper auritum Kunth
(anise caisimon). No fungicidal effect was shown by the volatile metabolites of the oils; however, the inhibition
of A. solani mycelial growth was observed in the treatments with the extracts of Ruta chalepensis L. (ruda)
and P. auritum. These results open new perspectives for the control of this pathogen.

Key words: essential oils, antifungal activity, Ocimum basilicum, Piper marginatum, Ruta chalepensis, Pimpinella
anisum, Piper auritum, Piper aduncum subsp. Ossanum, Citrus sinensis.

INTRODUCCION conocida como Tizén temprano. La enfermedad pre-
senta tres fuentes de indculo principales: clamidosporas
Alternaria solani Sorauer es un hongo fitopatégeno  en el suelo, tubérculos semillas contaminados y las
que afecta principalmente a solanaceasy entre ellas  solanaceas silvestres que crecen todo el afio en
al tomate (Solanum lycopersicum L.) y la papa  colindancia en los campos de cultivo (1).
(Solanum tuberosum L.), ocasionando la enfermedad
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En el caso de la papa, la enfermedad puede oca-
sionar sintomas en hojas, tallos y tubérculos. Los sin-
tomas se manifiestan en hojas viejas de la planta, los
que avanzan hasta ocurrir la fase de tizon (2). En el
tomate, el hongo puede causar el mal del talluelo
(damping-off) en el semillero y necrosis en frutos (3).

En Cuba, el Tizén temprano se considera como una
enfermedad flngica importante, cuyo agente etioldgico
presenta variabilidad genética y patogénica entre los
aislados procedentes de diferentes localidades (2, 4).

Numerosas alternativas se utilizan para manejar
esta enfermedad, como el uso de semillas y plantulas
sanas, practicas culturales e introduccion de varieda-
des resistentes, todo lo que conlleva a la reduccién del
numero de aplicaciones de productos quimicos (5,6,7).

Para el manejo de este hongo se desarrollaron tam-
bién estudios de productos bioactivos, a partir de
microorganismos como Bacillus sp., Pseudomonas
aeruginosa Schroter (GLUTICID) y Trichoderma spp.
(8,9, 10, 11).

El desarrollo de medios efectivos para el manejo de
plagas es esencial para lograr productividad, rentabili-
dady evitar los impactos negativos en la biodiversidad
de los agroecosistemas, por efecto de los plaguicidas
sintéticos (12). En la actualidad el desarrollo de pro-
ductos a partir de las plantas es una alternativa
promisoria, pues se demostré el efecto negativo sobre
el desarrollo de hongos fitopatdgenos de productos
derivados de numerosas plantas (13, 14, 15).

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar
la actividad anti-fangica in vitro de diez aceites esen-
ciales sobre A. solani., para establecer sus potenciali-
dades para el manejo de esta plaga.

MATERIALESY METODOS

Los aceites esenciales empleados en la investiga-
cion, provenientes del Laboratorio de Productos Natu-
rales del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA), se obtuvieron de las siguientes especies
vegetales: Ocimum basilicum L. (albahaca blanca),
Ocimum basilicum variedad genovese L. (albahaca
genovesa), Piper marginatum Jacq. (anisillo), Ruta
chalepensis L. (ruda), Pimpinella anisum L. (anis), Piper
auritum Kunth (caisimon de anis), Melaleuca quinque-
nervia (Cav) S.T. Blake (melaleuca), Piper aduncum
subsp. ossanum (C. DC.) Saralegui (Platanillo de Cuba)
y Citrus sinensis (L.) Osbeck (naranjo dulce).

El aceite de C. sinensis se obtuvo por expresion, y
los restantes por hidrodestilacion en equipo Clevenger,
segun lo establecido en la norma ISO 65-71: 84 (16).
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El tiempo de destilacion fue de 3 horas, excepto para
el aceite Il de O. bacilicum, que se destilé por 5 horas.
Cada esencia se sec06 sobre sulfato de sodio anhidro
(Fluka, PA) y se almacend a 8°C hasta su analisis.

Procedencia del patdégeno

El hongo fitopatdgeno utilizado para la evaluacion
antifiingica de los aceites fue A. solani (cepa 100),
seleccionada para el estudio por ser altamente agresi-
vaen el cultivo del tomate (17), proveniente del cepario
del Laboratorio de Micologia Vegetal (CENSA). El hon-
go se multiplicé en placas Petri contentivas de Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) (Biocen) (39 g.L?). Para la ob-
tencion del material biolégico, se sembraron en el cen-
tro de las placas Petri fragmentos de la periferia de la
colonia y se incubaron a 28°C +2°C durante 72 horas.

Determinacién de la eficacia de los aceites en la
inhibicion del crecimiento del hongo fitopatégeno
in vitro

El trabajo se realiz6 empleando placas Petri de 90
mm de didmetro con medio PDA esterilizado a 121°C
(15 min). Para evaluar el efecto de los aceites se utili-
zaron dos bioensayos.

En el primero se evalud el efecto por contacto di-
recto de los aceites sobre el hongo. En cada placa
se colocaron equidistantes cuatro discos de papel
de filtro Whatman N° 1(6mm diametro) estériles, y a
cada uno se le afadieron 10 uL del aceite correspon-
diente. Posteriormente, se colocaron discos de 4 mm
de didmetro del fitopatdgeno sobre los discos de pa-
pel de filtro previamente inoculados, procurando un
contacto directo del micelio del hongo con el aceite.
El crecimiento radial del hongo se midié con una re-
gla graduada diariamente hasta los 7 dias (dinamica
de inhibicion).

Transcurrido ese periodo, en los tratamientos don-
de no hubo crecimiento los discos del fitopatdgeno se
voltearon sin estar en contacto con el papel tratado
con el aceite. El crecimiento radial del hongo se eva-
lu6 hasta los 14 dias. Los tratamientos se realizaron
bajo un disefio completamente aleatorizado.

En el segundo bioensayo se evalué el efecto de los
vapores de los aceites que mostraron resultados sa-
tisfactorios en el primer ensayo. Un disco de papel
inoculado con el aceite se colocé en el centro de la
placa y se sembraron discos del fitopatégeno en el
area circundante a 5 mm del disco. El crecimiento ra-
dial del hongo se midié con una regla graduada cada
24 horas hasta los 5 dias.

En ambos bioensayos, las placas se sellaron con
papel Parafilm y se incubaron a una temperatura de
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28°C+2°C. Se emplearon tres réplicas para cada trata-
miento. Como control negativo, se utilizé un disco de
papel de filtro tratado con agua bidestilada estéril.

Analisis estadistico

Se realiz6 la evaluacion del Porcentaje de Inhibi-
cion del Crecimiento Radial (PICR), empleando la fér-
mula de Abbot (18):

PICR (%) = [(RC — RT)/ RC] x 100

Donde: RC = Radio del micelio del control; RT =
Radio del micelio del tratamiento

Los datos del primer bioensayo se transformaron
mediante VX +1, Los valores se sometieron a un
Analisis de Varianza (ANOVA) de clasificacion simple
y las medias se compararon segun la Docima de Ran-
gos Multiples de Duncan para p<0.05, con el paquete
estadistico INFOSTAT Profesional ver. 2.1 (19).

RESULTADOSY DISCUSION

Los diez aceites evaluados provocaron 100% de
inhibicion en el crecimiento micelial de A. solani (efecto
por contacto directo) en los primeros 7 dias, excepto
en el tratamiento (C. sinensis) donde se evidencio
efecto fungistatico.

Al concluir la segunda fase de evaluacion a los 14
dias, se observo que los tratamientos provenientes de
P. anisum, O. basilicum (1 y II), O. basilicum variedad
genovese y P. auritum mostraron efecto fungicida (Fig.
1). Los cinco aceites restantes presentaron efecto
fungistéatico con un bajo porcentaje de inhibicién. No
obstante, es necesario profundizar en el efecto que se
observé y determinar si los productos naturales eva-
luados producen solo una inhibicién del crecimiento o
la muerte del microorganismo.

La accion antifungica de aceites esenciales sobre
Alternaria spp. se estudi6 con anterioridad. Asi por ejem-
plo, Mishra et al. (20), informaron que extractos y acei-
tes esenciales de Muralla koenigii Linn inhibieron al
hongo A. solani utilizando el método de difusién en
disco. Mientras Nehal (21) informé que el aceite de
Dianthus caryophyllus L. (clavel) (1%) provocé 100%
de inhibicién del crecimiento micelial de este hongo.
Por su parte, aceites esenciales de melaleuca, alba-
hacay anis inhibieron el crecimiento de Alternaria porris
(Ellis) Cif. (22).

La caracterizacioén del efecto biolégico de los acei-
tes esenciales permitira seleccionar los candidatos con
mayores posibilidades para la obtencion de un produc-
to efectivo en condiciones de campo. La efectividad de
los aceites esenciales puede estar asociada a la ac-

Rev. Proteccion Veg. Vol. 28 No. 1 (2013)

FIGURA 1. Actividad antiflingicadel os aceitesesenciad es
sobre A. solani. / Antifungal activity of essential oilson A.
solani.

Leyenda: A, crecimiento del hongo en € tratamiento con-
trol; B, tratamiento con € aceite O. basilicum (11.); C, O.
basilicumvar. «genovese»; D, P. auritum; E, O. basilicum
(); F, P.anisum.

cion de sus vapores, por ello es importante definir la
contribucion de estos en el efecto observado en el
bioensayo por contacto directo.

En la Tabla 1 se muestran los valores del creci-
miento de A. solani a los 5 dias bajo el efecto de los
metabolitos volatiles de los aceites. Ninguno de los
tratamientos mostro efecto fungicida. Las esencias de
R. chalepensis y P. auritum evidenciaron efectos
fungistaticos sobre el patégeno. Los restantes aceites
estimularon el crecimiento micelial del hongo
fitopatdgeno (Fig. 2). Resultados similares obtuvieron
Pupo et al. (23), con aceites esenciales de flores de

TABLA 1. Inhibicion del crecimiento de A. solani por €
efecto de los vapores de aceites esenciales./ Inhibition of
A. solani growth by the effect of vapors of essential oils.

Tratamientos PICR ( %+ DS)

O. basilicum (1) -11,3+2,2d
O. basilicum(11) -38,7 + 1,85e
O. basilicumvar. -26,8 + 2,27de
“Genovese”

P. marginatum -57 + 2, 95f

R. chalepensis 60,6 £1,77a
P. anisum -12+2,1cd

P. auritum 25,4+ 2,24b
M. gquinguenervia 40,1+5,71b

Letras distintas, indican diferencias significativas
(p=<0,05)



FIGURA 2. Actividad antifangicadelos vapores de ocho
acdtesesencialesen d crecimiento de A. solani./ Antifungal
activity of the vapors of eight essential oils on A. solani
growth .

Leyenda: A, crecimiento del testigo; tratamientos con los
aceites: B, R chalepensis; C, P. auritum; D, M. quinquener-
vig; E, P. anisum; F, O. basilicum var. «genovese»; G, P.
aduncum subsp. ossanum; H, O. basilicum (I); I, O.
Basilicum(ll).

Tagetes erecta L. y hojas de Lepianthes peltata (L.)
Raf., los cuales estimularon el crecimiento de A. solani.

Para los aceites esenciales R. chalepensis y P.
auritum, que mostraron efecto fungistatico sobre el
fitopatdgeno, se determind la dindmica de inhibicién
diaria (Fig.3).

Los metabolitos volatiles de R. chalepensis (Fig.
3A), produjeron 100% de inhibicion del crecimiento de
A. solani desde el segundo dia hasta el cuarto, dismi-
nuyendo a 60,6 % de inhibicion al 5to dia. Mientras
gue los metabolitos volatiles de P. auritum (Fig. 3B),
inhibieron el crecimiento del patdgeno al segundo dia,
a partir del cual los valores de inhibicion decrecen lle-
gando al quinto dia a 40,1%.

Se evidencié que el efecto inhibidor sobre la veloci-
dad de crecimiento fue diferente para cada aceite, aun-
gue existio una tendencia a que la mayor accion biolé-
gica se manifieste durante los primeros 4 dias de ex-
posicion. Este comportamiento pudiera estar asocia-
do a la cinética de evaporacion del aceite que conlleva
a una mayor concentracion de vapores durante el pe-
riodo inicial de evaluacién. Otro aspecto que pudiera
influir, son los cambios en el tiempo de la compaosicion
cuantitativa de los compuestos bioactivos en la fase
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FIGURA 3. Dinamicadeinhibicion deA. solani frentealos
metabolitos volatiles de R. chalepensis (A) y P. auritum
(B)./ Dynamics of inhibition of A. solani against volatile
metabolites of R. chalepensis(A) and P. auritum (B).

vapor de los aceites. Los resultados obtenidos se rela-
cionan con las caracteristicas de los aceites esencia-
les como sustancias volatiles que producen un efecto
biolégico a corto plazo y poseen baja residualidad (24).

Estudios posteriores deberan profundizar en el modo
de accion de estos aceites esenciales y sus compo-
nentes para definir las causas del efecto observado en
cada caso. Los estudios de modo de accién de acei-
tes esenciales en hongos son escasos, entre los exis-
tentes se refiere que el efecto antifingico de algunos
productos naturales esta asociado a afectaciones en
la sintesis de la pared de las hifas (22).

De los aceites estudiados, los de P. anisum, P.
auritum y O. basilicum (I y Il), mostraron efecto
fungicida sobre A. solani. Los vapores de las esencias
de R. chalepensis y P. auritum evidenciaron un efecto
fungistatico sobre el crecimiento de las colonias. El
aceite de P. auritum se destacé por un efecto
antimicrobiano por contacto y por exposicion a los va-
pores, elementos que lo sefialaron como el candidato
mas promisorio para el desarrollo de un producto natu-
ral para el manejo del tizon temprano.

El uso de los fungicidas sintéticos se ha visto
desfavorecido por sus efectos negativos sobre orga-
nismos no dianay la contaminacion ambiental y varias
investigaciones se han realizado para explorar el po-
tencial de aceites esenciales como agentes
antifungicos. Si los productos naturales revelan efec-
tos biol6dgicos promisorios, como los evidenciados por
los aceites esenciales estudiados, entonces poseen
potencial como alternativas ambientalmente seguras
en el manejo de hongos fitopatdgenos.
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