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Resumen

El moho gris de la fresa causado por Botrytis cinerea es una enfermedad que produce impor-
tantes pérdidas poscosecha. En el estudio se evaluó el efecto fungistático de extractos y aceites 
esenciales de Lippia origanoides HBK y Thymus vulgaris L. en concentraciones de 128, 256 y 
500 mg/lt sobre B. cinerea in vitro e in vivo. In vitro se determinó el porcentaje de inhibición 
del crecimiento micelial del hongo. En estas condiciones se observó que el aceite esencial 
(AE) de L. origanoides presentó el porcentaje de control más alto (66.2%) sobre B. cinerea. In 
vivo, se observó que en bananos inoculados con B. cinerea después de 120 los AE controlaron 
eficientemente la incidencia de daño causado por el patógeno estudiado y no se encontraron 
diferencias significativas con el control químico utilizando el fungicida Benomil. 
Palabras clave: Botrytis cinerea, Lippia origanoides HBK, Thymus vulgaris L, evaluaciones in 

vitro e in vivo, aceites esenciales, extractos, inhibición de crecimiento micelial. 

Abstract

The strawberry gray mold caused by Botrytis cinerea is a disease that causes significant 
postharvest losses. In this t study the fungistatic effect of extracts and essential oils of Lippia 
origanoides HBK and Thymus vulgaris L (at concentrations of 128, 256 and 500 mg / l) on 
the pathogenic fungus Botrytis cinerea under in vitro and in vivo conditions was evaluated. 
In the in vitro test, the percentage of inhibition of mycelial growth was determined. It was 
observed that the essential oil (EO) from Lippia origanoides showed the highest percentage of 
control (66.2%) of Botrytis cinerea. The evaluation in vivo showed that, the control percentage 
of the damage incidence from the pathogenic fungus (by an incidence value scale from 0 to 
7 according to specific characteristics of deterioration of fruits) on bananas inoculated with 
Botrytis cinerea was measured. After 120 hours of monitoring, it was observed that the EO 
efficiently controlled the incidence of damage caused by the pathogen studied and no signifi-
cant differences were observed when chemical control (fungicide Benomyl) was applied. 
Key words: Botrytis cinerea, Lippia origanoides HBK, Thymus vulgaris L, in vitro and in vivo 

evaluations, essential oils, extracts, inhibition of mycelial growth.  
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Introducción

La fresa (Fragaria sp.) es un cultivo con un 
potencial importante en la economía regional 
y nacional (Cano, 2012). Sin embargo, su 
fruto es altamente perecedero y susceptible 
a daños mecánicos, pérdidas de agua y de-
terioro fisiológico y microbiológico causados 
por hongos como Botrytis cinerea (moho gris) 
que ocasionan la pudrición del fruto y conse-
cuente pérdida de su valor económico (Cruz 
et al., 2008). 

El moho gris en la fresa constituye una 
enfermedad que produce pérdidas impor-
tantes en poscosecha (aproximadamente de 
20%), lo que afecta la economía de los pro-
ductores, comercializadores y consumidores 
(López et al., 2006). Los fungicidas químicos 
han sido tradicionalmente los medios prima-
rios para el control de este patógeno, pero 
su aplicación continua ha generado el inte-
rés público por los problemas ocasionados 
como toxicidad, altos costos, reducción de 
exportaciones por presencia de residuos en 
producto de consumo y daños al medio am-
biente, a la salud de los operarios y del con-
sumidor final (Arturo, 2008; Montoro et al., 
2009). Por otra parte, los microorganismos 
fitopatógenos han generado resistencia a los 
ingredientes activos de algunos fungicidas 
sintéticos, como una respuesta a la presión 
de selección a las altas dosis y aplicaciones 
continuas sin previo estudio y cronograma 
de control, lo que ocasiona grandes pérdidas 
económicas (Leroch et al., 2010; Wilson et 
al., 1997). 

Recientemente las investigaciones se han 
enfocado en la evaluación de varias alterna-
tivas de control para reducir la dependencia 
de fungicidas sintéticos, entre ellas microor-
ganismos antagonistas, tratamientos físicos, 
sustancias naturales como aceites esenciales 
(AE) y extractos de diferente tipo. Los AE y 
extractos etanólicos (EE) de las especies de los 
géneros Lippia y Thymus presentan propieda-
des biocontroladoras (Combrinck et al., 2011; 
Lizcano, 2007; López et al., 2006; Bolívar 
et al., 2009; Bouchra et al., 2003; Alzate et 
al., 2009). El objetivo del trabajo fue evaluar 
el potencial fungistático in vitro e in vivo de 
los aceites esenciales y los extractos etanóli-
cos de L. origanoides HBK y T. vulgaris como 
alternativas de manejo de B. cinerea. 

Materiales y métodos

Material vegetal
Las muestras de material vegetal de L. ori-
ganoides y T. vulgaris fueron obtenidas de 
parcelas establecidas de la colección de 
trabajo de plantas medicinales y aromáticas 
del Centro Experimental de la Universidad 
Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP), 
donde predominan Vertisoles, un promedio 
de precipitación anual de 1000 mm, 25 °C y 
humedad relativa de 83%.

El follaje recolectado de ambas espe-
cies se colocó en bandejas metálicas para 
exponerlo al ambiente durante tres días en 
condiciones de sombra, en el Laboratorio de 
Fitoquímica de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Palmira. 

Obtención de extractos etanólicos 
Para obtener los EE se molieron 50 g de 
follaje, previamente expuesto a deshidrata-
ción en el ambiente de laboratorio (42% de 
humedad), de cada especie y se dispusieron 
en dos reservorios porta-muestras cada uno 
de 10 cm de diámetro, al cual se le adicio-
naron 180 ml de etanol con 98% de pureza. 
Los reservorios fueron sellados para evitar la 
volatilización de los fitocompuestos y se alma-
cenaron durante 3 días a una temperatura, 
promedio, de 25 °C. Después de este tiempo 
se extrajeron los percolados o concentrados 
etanólicos los cuales fueron roto-evaporados 
con un equipo Buchi modelo R-114. En este 
proceso se recuperaron 176 ml de etanol de 
cada uno de los reservorios que contenían las 
muestras de L. origanoides y T. vulgaris  y se 
obtuvieron 10 g de materia seca de extracto 
final en cada muestra. 

Obtención de aceites esenciales 
Los AE se obtuvieron por hidro-destilación 
en un equipo Clevenger de muestras de 100 
g de hojas (42% de humedad) de 1 - 3 cm de 
tamaño; colocadas en reservorio de vidrio 
piloto para hidro-destilación.

En todas las corridas o etapas de destila-
ción se emplearon 200 ml de agua destilada 
contenida en un matraz redondo que fue 
calentado en estufa a temperatura constante 
de 80 °C. Una vez condensado el vapor del 
proceso, para la separación de fases (hidro-
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lato-aceite esencial) se empleó una trampa 
Clevenger. A continuación se retiró el aceite 
y por cada milímetro de éste se agregaron 5 
g de sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) con el 
fin de secar los residuos de humedad, evitar 
la oxidación y finalmente conservarlo a 10 °C. 

Inoculación con Botrytis cinerea
El hongo patógeno estudiado se aisló de 
muestras de fresas (Fragaria sp.) infectadas 
con B. cinerea. Las muestras fueron recolec-
tadas en un cultivo de una finca comercial de 
la vereda El Castillo, municipio de Palmira, 
Valle, y conservadas en cámaras húmedas 
(98% HR) con el objeto de estimular el creci-
miento del patógeno. 

El reconocimiento de las colonias fungo-
sas se realizó mediante el método de impronta 
(López et al., 2006) antes de montar placas 

con azul de algodón y observar al microscopio 
con ampliación 40X. Para la identificación de 
estructuras fungosas se utilizaron las claves 
de Barnett (1972) y Pardo (1995) y la siembra 
de los cultivos puros se hizo en PDA inclinado 
refrigerado a 8 °C. 

Evaluación in vitro
La concentración mínima inhibitoria se 
determinó mediante el método de dilución 
en caldo de los extractos a los cuales se les 
atribuyó actividad fungistática, según lo es-
tablecido en el documento Eucast, ED 7.1 
(Rodríguez-Tudela et al., 2008), las concen-
traciones evaluadas fueron 128, 256 y 500 
mg/ml. La inhibición del crecimiento de mi-
celios se determinó mediante la Ecuación 1 
propuesta por Sztejnberg et al. (1987) (Alzate 
et al., 2009): 

Evaluación in vivo
Para esta evaluación fueron seleccionados 
frutos en escala 4 de madurez, según lo es-
tablecen las normas NTC 4130 1997 para 
fresa variedad Chandler (Icontec, 1997). Los 
frutos fueron lavados con agua esterilizada y 
una solución de hipoclorito al 1%.

Siguiendo la metodología propuesta por 
Alvarado et al. (2011) para cada tratamiento 
se tomaron cinco frutos de fresa que fueron 
perforados con una aguja estéril en orificios 
de 2 mm de ancho x 2mm de profundidad, en 
la parte superior, cerca al pedúnculo. Poste-
riormente, estos frutos fueron colocados en 
vasos de precipitado que contenían las solu-
ciones de los tratamientos evaluados (256 y 
500 mg/lt) y cubiertos totalmente durante 
5 segundos para posteriormente colocarlos 
en una superficie lisa dentro de la campana 
de flujo laminar, donde se secaron durante 
5 min a 25 °C hasta 69% de HR. Finalmente 
se asperjaron con la solución de 1.0 x 105 
esporas/ml.. 

Un procedimiento similar se realizó para 
los tratamientos testigo ―un tratamiento con 
etanol a 98% de pureza en vaso de precipi-

tado, y una solución del fungicida Benomil 
de síntesis química a una concentración de 
100 µg/ml―. Finalmente, los frutos se dis-
pusieron en contenedores plásticos estiba-
dos, recubiertos por anjeo, donde se realizó 
seguimiento por 120 h antes de calificar los 
índices de severidad y porcentajes de control 

Indice de severidad y porcentajes de control
De acuerdo con el modelo propuesto por Al-
varado et al. (2011) se elaboró un diagrama 
pictográfico del índice de severidad de daño 
causado por el patógeno en el fruto. El modelo 
se basa en el seguimiento y observación del 
diámetro de las lesiones de los frutos cada 12 
h durante 5 días, registrando el avance par-
cial de la infección con respecto a la infección 
total del fruto en el tiempo.

Esta escala se utilizó para seguir el pro-
greso de la infección a 48, 96 y 120 horas 
en los frutos inoculados. Adicionalmente se 
determinó el porcentaje de control de cada 
tratamiento sobre el hongo patógeno eva-
luado, en función del porcentaje de infección 
presentada por el testigo negativo, como se 
calcula con la Ecuación 2. 

% inhibición=   1 - x 100   Ecuación 1Crecimiento en el tratamiento (mm)
Crecimiento en el testigo de referencia (mm)[ { }] 

% control in vivo=   1 - x 100   Ecuación 2Infección en frutos tratados a las 120 h (%)
Infección en testigo negativo a las 120 h (%)[ { }] 
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Diseño experimental y análisis de datos

Los tratamientos en el experimento in vitro 
se dispusieron en un factorial aumentad 22 
x 3 + testigos, donde los factores evaluados 
fueron: especies vegetales (2) (L. origanoides 
y T. vulgaris), tipos de extractos (2) (AE y EE) 
y concentraciones (3) (128, 256 y 500 mg/lt) 

y como testigo la aplicación de 100 µg/ml del 
fungicida comercial Benomil. En el ensayo in 
vivo se evaluaron dos concentraciones (256 
y 500 mg/lt). Los datos fueron analizados 
con el software estadístico SAS (Statistical 
Analysis System Versión 9.3.1, 2012). 

Resultados y discusión

Evaluación in vitro

Los extractos de L. origanoides presentaron 
mayor porcentaje promedio de inhibición de 
crecimiento micelial (44%) que los de T. vulga-
ris (37%). Esta diferencia se debe a la concen-
tración de metabolitos complementarios con 
actividad biológica inhibitoria. Según Ruiz et 
al. (2007) el timol en L. origanoides HBK se 
encuentra en una concentración de 68% y 
según Maqtari et al. (2011) en T. vulgaris la 
concentración es de 54%.

Se observan diferencias (P < 0.05) entre 
los extractos evaluados. Los AE presentaron 
un porcentaje promedio de inhibición de 
crecimiento de B. cinerea de 55.9%, siendo 
mayor que el obtenido con los extractos eta-
nólicos (37.1%) (Cuadro 1). Hammami et al. 
(2011) encontraron resultados similares a 
los del presente estudio cuando evaluaron el 
potencial biocontrolador de AE y EE de Viola 
odorata sobre B. cinerea cultivado in vitro, 
no obstante los primeros presentaron mayor 
actividad inhibitoria que los EE. 

Igualmente se encontraron diferencias 
(P < 0.05) entre las concentraciones evalua-
das. La concentración más alta (500 mg/lt) 
presentó el mayor porcentaje de inhibición 
(58.3%). Las concentraciones 256 y 128 mg/lt 
inhibieron 41 y 40.1% el crecimiento micelial 
de B. cinerea, respectivamente, (P > 0.05). Los 
AE en las concentraciones más altas (500 
mg/lt) presentaron los mayores porcentajes 
promedio de inhibición (66.2%), (Foto 1 y 
Cuadro 1). Estos resultados son similares a 
obtenidos por Lizcano (2007) con extractos 
etanólicos de T. vulgaris en tres diluciones, 
donde el tratamiento de 500 mg/lt también 
presentó mayor inhibición del crecimiento 
micelial de B. cinerea in vitro. 

Control

Control

500mg/L

500mg/L

256mg/L

256mg/L

128mg/L

128mg/L

a

e

b

f

c

g

d

h

Foto 1. a, b, c, d = Inhibición del crecimiento micelial in vitro de Botrytis cinerea en tres concen-
traciones de extracto etanólico de Lippia origanoides.  e, f, g, h = en tres concentraciones de 
aceites esenciales de Thymus vulgaris.
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Evaluación in vivo
En este medio de cultivo, los extractos de L. 
origanoides mostraron promedios altos de 
inhibición de crecimiento micelial (90.5%) y 
estadísticamente similares a los obtenidos 
con T. vulgaris (89%). El promedio de inhi-
bición de crecimiento micelial del hongo fue 
mayor (P < 0.05) en los AE (92.2%) en com-
paración con los resultados obtenidos con los 

EE (87.4%) (Cuadro 2), lo que coincide con 
los resultados obtenidos en las evaluaciones 
in vitro en este ensayo y con los resultados 
obtenidos por Fang et al. (2011) quienes eva-
luaron el potencial biocontrolador de AE y EE 
de V. odorata en el control de B. cinerea in 
vitro e in vivo encontrando, en ambos casos, 
que los AE tienen mayor actividad antifúngica 
que los etanólicos.

Cuadro 1. Promedios generales de inhibición (%) del crecimiento micelial in vitro de Botrytis 
cinerea en extractos etanólicos y aceites esenciales de L. origanoides y T. vulgaris en varias 
concentraciones. 

Conc.
(mg/lt)

Tipo de extracto Promedio

EE AE

Inhibición (%)

128 24.2 56.0 40.1 b*

256 36.5 45.5 41.0 b

500 50.5 66.2 58.3 a

Promedio 37.1 b*  55.9 a ―

EE: Extractos etanólicos; AE: aceite esencial. 

*Promedios con letras iguales en una misma columna o hilera no difieren en forma significativa 

(P > 0.05).

Cuadro 2. Inhibición (%) del crecimiento micelial in vivo de Botrytis cinerea en frutos de fresa.

Extracto
(especie)

Conc. EE AE Promedio

Inhibición de crecimiento (%)

L. origanoides 256 (mg/lt) 87.7 92.3 90.0

500 (mg/lt) 88.0 94.3 91.1

T. vulgaris 256 (mg/lt) 87.0 88.6 87.8

500 (mg/lt) 87.0 93.6 90.3

Promedio 87.4 92.2 89.8

Testigos

Benomil 100 (µg/ml) ― ― 89.6

Etanol 98 (%) ― ― 95.3

Testigo abs. ― ― 34.3

EE: Extractos etanólicos; AE: aceite esencial. 

*Promedios con letras iguales en una misma columna o hilera no difieren en forma significativa 

(P > 0.05).

Estos resultados son explicables, debido 
a que los metabolitos secundarios (comple-
mentarios) volátiles con actividad promiso-
ria biocontroladora se encuentran de forma 
concentrada en los AE y se obtienen por el 
mecanismo de volatilización-condensación, 
mientras que la extracción con etanol sig-
nifica necesariamente el arrastre de otros 

compuestos de la planta en elevadas con-
centraciones que pueden afectar el potencial 
biocontrolador (Hammami et al., 2011). 

Aunque en promedio los AE de L. origa-
noides en concentraciones altas (500 mg/
lt) presentaron porcentajes de control lige-
ramente superiores en comparación con las 
concentraciones más bajas, no se detectaron 
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diferencias (P > 0.05) entre las concentracio-
nes evaluadas. Este resultado es contrario al 
obtenido en los experimentos in vitro con las 
mismas especies y con los resultados obteni-
dos por Soylu et al. (2010) quienes al evaluar 
tres concentraciones (35, 75 y 100 mg/lt) de 
AE de Origanum syriacum en el control in vivo 
de B. cinerea encontraron alta correlación 
entre la concentración de AE y el porcentaje 
de control del patógeno. 

Por otra parte, las evaluaciones a 48, 
96 y 120 h después de la inoculación de-

mostraron que el porcentaje de control 
se mantiene en niveles superiores a 80%, 
comparable a los índices de inhibición del 
crecimiento micelial obtenidos con el con-
trol químico (Benomil) (Figura 1), lo que 
confirma el potencial de estas especies ve-
getales como alternativas eficientes para el 
control de este patógeno, lo que mitiga los 
impactos ambientales y los daños a la salud 
de operadores en cosecha y poscosecha y 
por tanto al consumidor final (Jacometti et 
al., 2010) (Wilson et al., 1997). 

Conclusiones

•	 Los aceites esenciales y extractos etanóli-
cos de Lippia origanoides presentaron 
mayor inhibición del crecimiento micelial 
del hongo patógeno Botrytis cinerea en fre-
sa, cuando se compara con los resultados 
obtenidos con estos mismos derivados a 
partir de Thymus vulgaris. 

•	 Los aceites esenciales de L. origanoides y 
T. vulgaris presentaron las mayores inhibi-
ciones promedio del crecimiento micelial 

in vitro e in vivo del hongo patógeno B. 
Cinerea, común en frutos de fresa. 

•	 Los aceites esenciales y extractos etanóli-
cos de L. origanoides y T. vulgaris son 
alternativas promisorias y eficientes en el 
control del hongo patógeno B. cinerea. 

•	 Los resultados in vitro demostraron 
una proporcionalidad directa entre las 
concentraciones evaluadas y el porcen-
taje de control de B. cinerea en fresa, 
siendo la concentración de 500 mg/lt 
la que presentó mayores porcentajes de 
inhibición. 

Figura 1.  Progreso en el tiempo (48, 96 y 120 h) del porcentaje de control in vivo de Botrytis cinerea por 
extractos de las especies vegetales L. origanoides y T. vulgaris y tres testigos. T. síntesis Q. = 
Benomil.
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