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Resumen

Se evalué la capacidad in vitro de aceites esenciales obtenidos de hojas y flores de diferentes muestras
de Lippia origanoides cultivada en condiciones del Valle del Cauca, Colombia, para inhibir el crecimien-
to micelial y la formacién de esclerocios de Sclerotium cepivorum, patégeno causante de la pudricion
blanca en cebolla. Todos los aceites evaluados mostraron efecto inhibitorio tanto en el crecimiento
micelial como en la formacién de esclerocios, en concentraciones de 250 - 1350 uL/L. No obstante,
aquellos obtenidos a partir del quimiotipo I presentaron el mayor poder inhibitorio en el crecimiento
del micelio (concentracion minima inhibitoria, CMI = 120 pL/L) y en la formacion de esclerocios. Asi,
el quimiotipo I de L. origanoides puede ser utilizado potencialmente para el control de la pudricion
blanca en cebolla.

Palabras clave: Aceites esenciales, actividad antifangica, cebolla, Lippia origanoides, Sclerotium
cepivorum.

Abstract

Essential oils obtained from leaves and flowers of different samples of Lippia origanoides cultivated un-
der the environmental conditions of the Cauca Valley, Colombia, were tested in vitro against mycelial
growth and sclerotial formation in Sclerotium cepivorum, the pathogen responsible for onion white rot.
All the evaluated oils in concentrations ranging from 250 to 1350 puL/L exhibited inhibitory activity
against both the mycelium and sclerotia of the pathogen. However, those corresponding to the chemo-
type I (minimum inhibitory concentration, MIC = 120 puL/L) reached the strongest inhibition results
regarding the evaluated pathogen structures. Hence, the chemotype I of L. organoides can be said to
have potential inhibitory activity against onion white rot.
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Introduccion

La generacion de productos de origen biologi-
co como alternativas para el control de plagas
y enfermedades hace parte de las practicas
de innovacién para una agricultura sosteni-
ble y competitiva, ademas de ser una de las
estrategias para lograr mayor competitividad
en la produccion y el mercadeo agricola nacio-
nal. La investigacion, el desarrollo, el disefio
y la formulacion de productos fungistaticos
de origen biologico son estrategias que im-
pactan positivamente el medio ambiente y la
salud tanto de los operarios agricolas como
del consumidor final. Adicionalmente, estos
productos favorecen el mercadeo de las hor-
talizas y frutas en mercados internacionales
con estrictas normatividades sobre trazas de
agroquimicos.

Los compuestos biolégicamente activos
obtenidos a partir de fuentes naturales son
de interés para los investigadores que traba-
jan en el control de enfermedades infecciosas
tanto para el hombre como para las plantas
(Clark y Hufford, 1993). En los ultimos afios
el interés por la evaluacién de extractos de
plantas con actividad antimicrobiana se ha
incrementado, especialmente aquéllas que
presentan potencial actividad contra fitopa-
togenos de cultivos de hortalizas, entre ellas
Sclerotium cepivorum Berk., agente causal
de la pudricién blanca del tallo en cultivos
de cebolla de bulbo o ‘cabezona’ (Pinto et
al., 1998; Smolinska y Horbowicz, 1999). En
Colombia se ha registrado esta enfermedad
en zonas productoras de clima frio de los de-
partamentos de Narifio y Boyaca y en Tenerife
(Valle del Cauca). Seguin las evaluaciones del
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
de Colombia (MADR) para el 2003 el area
cultivada con cebolla de bulbo era de 11.020
ha; la produccion de 231.632 t y la produc-
tividad parcial nacional de la tierra de 21.69
t/ha, superior al promedio mundial (17.45
t/ha). La produccion se concentra en nueve
departamentos entre los cuales se destaca
Boyaca como el mayor productor y el que re-
gistra los mejores rendimientos por hectarea
(Melo et al., 2000).

El género Lippia (Verbenaceae) incluye
aproximadamente 200 especies de hierbas y
arbustos. Las especies estan especialmente

distribuidas en paises de América Central
(México, Guatemala, Cuba) y América del
Sur (Venezuela, Brasil, Colombia). Muchas
de ellas son tradicionalmente utilizadas en
infusion para controlar afecciones gastroin-
testinales y respiratorias; ademas, las hojas
de la mayoria de estas especies son utilizadas
como condimentos en la preparacion de ali-
mentos (Pascual et dl., 2001). En Surameérica
es empleada contra resfriados, gripe, bronqui-
tis, tos y asma. Lippia origanoides H.B.K., por
su parte, es utilizada como condimento en
la preparacion de alimentos, como infusién
para el tratamiento de diarreas, analgésico,
antiinflamatorio y antipirético (Morton, 1981)
y por sus propiedades antioxidantes, antisép-
ticas, calmantes, cicatrizantes, desinflaman-
tes, digestivas, estomaquicas y estimulantes
(Terblanché y Kornelius, 1996).

Dado que los aceites esenciales (AE)
obtenidos a partir de L. origanoides tienen
propiedades como agentes con actividad
antimicrobiana (Dos Santos et dl., 2004), el
objetivo del presente trabajo fue evaluar in
vitro su efecto sobre la inhibicion del creci-
miento micelial y la formacion de esclerocios
del hongo S. cepivorum en el cultivo de cebolla
de bulbo, un producto importante de la agri-
cultura colombiana.

Materiales y métodos

Las muestras utilizadas en el estudio fueron
tomadas de plantas adultas de L. origanoi-
des cultivadas en el Centro Experimental de
la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira (CEUNP), donde se encuentra la
Coleccion de Trabajo de Plantas Medicinales
Nativas. Las accesiones originales provienen
de una recoleccion realizada en 2003 en la
localidad Jordan Sube (cuenca del canon del
rio Chicamocha, Santander, Colombia).

La extraccién de los aceites esenciales
(AE) se hizo a partir de muestras de 200 g de
material fresco (hojas y flores) que se some-
tieron durante 3 h a destilacion por arrastre
con vapor. Después de la extraccion, se em-
pled sulfato de sodio anhidro para remover el
agua. Los aceites esenciales fueron almace-
nados en viales oscuros y refrigerados hasta
su uso en los ensayos de actividad antifangica
(Gutiérrez et dl., 2009). Las concentraciones
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fueron expresadas como volumen de AE/vo-
lumen de la caja de Petri.

Determinacion de la actividad antifangica

Las muestras de S. cepivorum fueron reco-
lectadas en la finca Rancho Alegre del co-
rregimiento de Tenerife, Palmira, Valle del
Cauca, a partir de material vegetal de cebolla
infestado (bulbos, hojas, raices) y suelo. Los
esclerocios aislados se desinfectaron con
hipoclorito de sodio-1% y etanol-70%, luego
fueron sumergidos durante 1 min en agua
destilada estéril y posteriormente fueron sem-
brados en cajas de Petri con PDA, realizando
sucesivas siembras a partir del micelio for-
mado para obtener cultivos puros, los cuales
se utilizaron para la evaluacion antifingica
de los AE (Jones et dl., 2004).

La actividad antifingica se determino
con base en la evaluacion del crecimiento
del micelio mediante el método de diluciéon
en agar (Sahin et dl., 2004). En el centro
de cada caja de Petri se sembro un disco de
micelio de 5 mm de diametro, con 20 mL
de PDA (papa-dextrosa-agar). Se agregaron
por lo menos cinco concentraciones de AE
disueltos en Tween-20, las cuales variaron
entre 1350 uL/L y 15 pL/L. Se agregé un
tratamiento testigo (sin control) Las cajas
fueron selladas e incubadas a 20 °C durante
cuatro dias. Diariamente se midi6 el diame-
tro del micelio de los tratamientos con AE y
los testigos, hasta que el micelio alcanz6 las
paredes de la caja de Petri en el tratamiento
control. El conteo de esclerocios se realizé al
final de tres semanas de incubacién del hon-
go. El porcentaje de inhibicion para micelios

y esclerocios fue calculado de acuerdo con la
ecuacion propuesta por Manici et al. (1997):

Inhibicion (%) = [1— (Didametro micelio tratado /
Didmetro micelio control)]x100

Inhibicion (%) = [1— (Numero esclerocios
tratamiento | Numero esclerocios control)]x100

Los AE hasta la concentracion de 650 uL/L
inhibieron totalmente el crecimiento micelial.
A partir de esta concentraciéon se evaluaron
otras menores hasta encontrar la concentra-
cion minima inhibitoria (CMI) en la cual ya
no se observo crecimiento micelial significa-
tivo. Los tratamientos fueron aplicados en
un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones. Los datos obtenidos se proce-
saron con el software Statistical Analysis
System (SAS, 1990) utilizando la prueba del
rango multiple de Duncan para establecer
comparaciones entre tratamientos.

Resultados y discusion

Todos los AE evaluados mostraron capacidad
para inhibir el crecimiento micelial de S. cepi-
vorum dentro de un rango de concentraciones
entre 250 y 1350 uL/L, con excepcion de los
aceites de la muestra III y el de hojas de la
muestra I (Cuadro 1, Foto 1). Los AE tanto de
hojas como de flores de la muestra I revelaron
la mayor actividad inhibitoria, con una CMI
de 120 uL/L. La reduccion en la concentracion
de AE en todos los tratamientos resulté en un
menor efecto inhibitorio.

El proceso de formacion de esclerocios,
estructuras de reproduccion asexual propias

Cuadro 1. Porcentajes de inhibicién in vitro del crecimiento micelial por aceites esenciales (AE) de
Lippia origanoides en diferentes concentraciones.

Muestra Concentraciones de AE (uL/L)
1350 650 250 120 60
Inhibicion (%)
I Hojas 100 100 100 100 69 c
Flores 100 100 100 100 73 cb
I Hojas 100 77 b* — — —
Flores 100 100 a — — —
I Hojas 94 72 — — —
Flores 93 73 — — —

*Valores con letras iguales en cada muestra y columna no difieren significativamente (P < 0.05),

segun la prueba de Duncan.
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Foto 1. Deizquierda a derecha, respectivamente: Formacién de micelio del control, efecto del aceite esencial de Lippia origanoides
en el crecimiento del micelio, y en el desarrollo micelial.

de S. cepivorum que pueden permanecer la-
tentes en el suelo hasta por 20 afos, fue com-
pletamente inhibido por la actividad de los AE
de la muestra Iy de las flores de la muestra II.
Los AE de hojas y flores de la muestra IIl y de
flores de la muestra II permitieron el desarro-
llo micelial hasta la formacion de esclerocios,
lo que se reflejo en su menor porcentaje de
inhibicion (Cuadro 2).

La composicion quimica de los AE ana-
lizada mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas, mostroé
un perfil quimico diferente para cada una de
las muestras evaluadas (Cuadro 3), lo que
coincide con los resultados preliminares ob-
tenidos por Potes (2007). En las hojas y flores
de la muestra I, el timol —un compuesto de
comprobada accién antifungica (Braga et dl.,
2007)— fue el componente principal al revelar
una proporcioén muy superior en relacion con
las otras dos muestras, lo cual explica, en
parte, su alta actividad inhibitoria, tanto para

Cuadro 2. Porcentaje de inhibicién in vitro de la formacién de esclerocios por aplicacion de aceites

esenciales de Lippia origanoides.

Muestra Rango de concentraciones de AE (uL/L)
1350 650 250 120
Inhibicién (%)
I Hojas 100 100 100 100
Flores 100 100 100 100
1I Hojas 100 76 c — —
Flores 100 100 a — —
111 Hojas 66 c* 16d —
Flores 100 a 91b —

* Valores con letras iguales en cada muestra y columna no difieren significativamente (P < 0.05),

segun la prueba de Duncan.

Cuadro 3. Componentes principales de quimiotipos en aceites esenciales de Lippia origanoides.

Muestra Componentes principales Cantidad relativa (%)

I Hojas timol; y-terpineno; p-cimeno 45, 13.5, 10
Flores timol; y-terpineno; p-cimeno 33.1, 13.8, 8.7

1I Hojas trans-p-cariofileno; a- humeleno; (f+a)-eudesmol 16.7, 13.2, 8.3
Flores trans-B-cariofileno; o- humeleno; (f+a)-eudesmol 17.4, 13, 6.2

III Hojas trans-cariofileno; B-mirceno; a- humeleno 16.5, 14.2, 9.7
Flores trans-cariofileno; B-mirceno; a- humeleno 16, 11.2, 10.6
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crecimiento micelial como para formacion de
esclerocios.

Un estudio de la actividad de monoter-
penos sobre el desarrollo micelial (Lucini et
al., 2006) muestra que el borneol, el alcanfor,
1,8-cineol (eucaliptol), el geraniol, el linalol, el
mentol y el timol presentan una MIC de 400,
1200, 1200, 400, 700, 500 y 400 uL/L, res-
pectivamente. Estos resultados demuestran
la actividad inhibitoria de los AE evaluados
en este trabajo y sugieren que dicha actividad
no se debe a un solo componente sino a un
efecto sinérgico de los componentes de los AE.

Conclusiones

* El timol, y-terpineno y p-cimeno fueron
identificados como componentes principa-
les de los aceites esenciales de muestras
(quimiotipos) de L. origanoides.

* Las muestras evaluadas de aceites esen-
ciales de L. origanoides presentan uso
potencial como controladoras de la pu-
dricién blanca en cebolla causada por S.
cepivorum.

* El crecimiento micelial y la formacion de
esclerocios S. cepivorum fueron afectados
por la aplicacion de aceites esenciales de
L. origanoides.

* La mayor actividad inhibitoria se presen-
to en los aceites esenciales con mayor
porcentaje de timol (hojas y flores de la
muestra I).
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