
0 

FORMULACIÓN DE UN BIOFUNGICIDA A PARTIR DE UNA EMULSIÓN CON 
ACEITE ESENCIAL DE OREGANO SILVESTRE (Lippia origanoides H.B.K) 

FRENTE  AL FITOPATÓGENO Fusarium oxysporum f. sp. pisi CAUSANTE DE 
MARCHITEZ VASCULAR DE ARVEJA (Pisum Sativum L.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EDGAR ARMANDO RUANO UNIGARRO 
ALVARO JAVIER VALLEJO HORMAZA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD DE NARIÑO 
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL 
PROGRAMA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL 

SAN JUAN DE PASTO 
2014 



1 

FORMULACIÓN DE UN BIOFUNGICIDA A PARTIR DE UNA EMULSIÓN CON 
ACEITE ESENCIAL DE OREGANO SILVESTRE (Lippia origanoides H.B.K) 

FRENTE  AL FITOPATÓGENO Fusarium oxysporum f. sp. pisi CAUSANTE DE 
MARCHITEZ VASCULAR DE ARVEJA (Pisum Sativum L.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EDGAR ARMANDO RUANO UNIGARRO 
ALVARO JAVIER VALLEJO HORMAZA 

 
 
 
 
 

Trabajo de grado presentado como requisito para obtener el título de 
Ingeniero Agroindustrial 

 
 
 
 
 

Director: 
Diego Mejía España I.A. M. Sc. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD DE NARIÑO 
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL 
PROGRAMA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL 

SAN JUAN DE PASTO 
2014 



2 

NOTA DE RESPONSABILIDAD 
 

 
―Las ideas y conclusiones aportadas en el trabajo de grado, son responsabilidad 
exclusiva de sus autores‖. 
 
Artículo 1 del acuerdo No. 323 de octubre 11 de 1966, emanada del Honorable 
Consejo Directivo de la Universidad de Nariño. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  



3 

Nota de aceptación: 
______________________________ 
______________________________ 
______________________________  
______________________________ 
______________________________ 
______________________________  
______________________________ 
______________________________ 
______________________________  

 
  
 
 
 
 

______________________________ 
Firma del Director 

DIEGO FERNANDO MEJÍA E. 
 
 
 
 
 

______________________________ 
Firma del Jurado 

DAVID EDUARDO ÁLVAREZ S.  
 
 
 
 
 

______________________________ 
Firma del Jurado 

JULÍAN MARCELO ACOSTA M. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

San Juan de Pasto, octubre de 2014. 



4 

DEDICATORIA 

 
A Dios, por permitirme llegar a este momento tan especial en mi vida, por protegerme 
durante todo mi camino y darme fuerzas para superar obstáculos y dificultades a lo largo de 
toda mi vida. 
 
A mi madre Carmen Elena Unigarro Reina, por la confianza y el apoyo brindado, que sin 
duda alguna me ha demostrado su amor, corrigiendo mis faltas y celebrando mis triunfos en  
todo el trayecto de mi carrera profesional.  
 
A mi padre Edgar Homero Ruano Estrada, por su apoyo incondicional en el transcurso de 
mi carrera universitaria, por compartir momentos de alegría, tristeza y demostrarme que 
siempre podré contar con él. 
 
A mi hija Valery Camila Ruano Benavides, por su dulzura y amor demostrado, por 
compartir momentos inolvidables, por ser la inspiración para culminar mi carrera profesional, 
y por ser uno de los seres más importantes en mi vida. 
 
A mis profesores y asesores por su tiempo, por su apoyo así como por la sabiduría que me 
transmitieron en el desarrollo de mi formación profesional. 
 
A mis familiares, quienes con su ayuda, cariño y comprensión han sido parte fundamental 
para el desarrollo de mis logros y metas. 
 
A todos mil gracias por la ayuda directa e indirectamente en la realización de esta tesis y que 
Dios les bendiga. 

 
 

Edgar Armando Ruano Unigarro 
  



5 

DEDICATORIA 
 

Son muchas las personas especiales a las que agradezco por su amistad, apoyo, ánimo y 
compañía en las diferentes etapas de mi vida. Algunas están aquí conmigo y otras en mis 
recuerdos y en el corazón. Sin importar en donde estén, si llegan a leer esta dedicatoria quiero 
que me recuerden como yo a ellas y sepan que siempre formaran parte de mi por todo lo que me 
han brindado y por todas su bendiciones. 
 
A Dios. Por permitirme llegar a este momento tan especial en mi vida. Por los triunfos y los  
momentos difíciles que me han enseñado a valorarte cada día más, esta tesis se la dedico a mi 
Dios quién supo guiarme por el buen  camino, darme fuerzas para seguir adelante y no 
desmayar en los problemas que se presentaban, enseñándome a encarar las  adversidades sin 
perder nunca la dignidad ni desfallecer en el intento. 
 
A mi madre María Eugenia Hormaza Anaguano, por haberme educado y soportar mis 
errores. Gracias a tus consejos, por el amor que siempre me has brindado, por cultivar e 
inculcar ese sabio don de la responsabilidad, cuyo vivir me ha mostrado que en el camino hacia 
la meta se necesita de la dulce fortaleza para aceptar las derrotas y del sutil coraje para 
derribar miedos. 
 
A mis profesores que en este andar por la vida, influyeron con sus lecciones y experiencias en 
formarme como una persona de bien y preparada para los retos que pone la vida, a todos y cada 
uno de ellos les dedico cada una de estas páginas de mi tesis. 
A tu paciencia y comprensión, a tu ayuda y  tu tiempo para que yo pudiera cumplir con esta 
meta. Por tu bondad y sacrificio me inspiraste a ser mejor, ahora puedo decir que esta tesis 
lleva mucho de ti, gracias por estar siempre a mi lado.  
 
A mis familiares, porque creyeron en mí y porque en gran parte gracias a ustedes, hoy puedo 
ver alcanzada mi meta. 

 
Alvaro Javier Vallejo Hormaza 

 
  



6 

AGRADECIMIENTOS 
 

Agradecemos a Dios por protegernos durante toda la carrera y darnos fuerzas 
para superar obstáculos y dificultades en esta etapa de nuestras vidas. 
 
Le damos gracias a nuestras familias por apoyarnos en todo momento, por los 
valores inculcados y por habernos dado la oportunidad de tener una excelente 
educación en el transcurso de nuestras vidas. 
 
A la Vicerrectoría de Investigaciones, Postgrados y Relaciones Internacionales por 
el financiamiento del Trabajo de Grado. 
 
A la Facultad de Ingeniería Agroindustrial por ser nuestro segundo hogar y 
permitirnos hacer realidad nuestro sueño de ser llamados Ingenieros 
Agroindustriales. 
 
Al Asesor I.A. MSc. Diego Fernando Mejía, por dirigir este Trabajo de Grado. 
 
Al Jurado I.A. Candidato a MSc David Álvarez, por su contribución y atención 
durante el desarrollo de este trabajo de investigación. 
 
Al Jurado I.A. Candidato a MSc Julián Acosta, por su colaboración y tiempo 
durante el desarrollo de este trabajo de investigación. 
 
A la I.A. Johana Andrade, por su dedicación, entrega y ayuda integral en la 
asesoría del trabajo de investigación, en el área de recubrimientos comestibles 
para alimentos. 
 
Al grupo de investigación de Tecnologías Emergentes en Agroindustria (TEA) por 
facilitar las instalaciones y los equipos del laboratorio de Conservación y Calidad 
de Alimentos. 
 
Al grupo de investigación de Semilleros de Investigación en Agroindustria 
(SEMINA) por el apoyo en la participación en Congresos Regionales,  Nacionales 
e Internacionales. 
 
A todas y cada de las personas que de una u otra forma hicieron parte en la 
ejecución de este trabajo de grado.  

 
 

Mil gracias… 
  



7 

RESUMEN 
 
 

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum es una de las 
enfermedades más limitantes en el cultivo de arveja (Pisum sativum L.) generando 
considerables pérdidas económicas y alta contaminación ambiental a causa de la 
aplicación de pesticidas sintéticos. En la actualidad, se destaca la utilización de 
medidas alternativas al control químico, donde los aceites esenciales (A.E.) cobran 
importancia. Por tanto, se evaluó el extracto esencial de L. origanoides H.B.K 
(60,3% timol) como componente de un biofungicida capaz de disminuir la 
incidencia de la enfermedad de la marchitez vascular de la arveja. Se determinó la 
sensibilidad in vitro del fitopatógeno F. oxysporum utilizando la técnica de dilución 
en agar, calculando la Concentración Mínima Inhibitoria (C.M.I) en 400 μLmL-1   
matriz estable que contenga el aceite esencial y pueda ser utilizada en 
condiciones de campo, para ello se evaluó un biopolímero de Alginato de Sodio 
ácido y dos relaciones de Carboximetil-celulosa (0,1% y 0,3%) en medio acuoso. 
El biopolímero fue impregnado en sensidiscos enmendados con cinco 
concentraciones de aceite esencial (200, 400, 600, 800 y 1.000 μLmL-1) el 
crecimiento micelial del fitopatógeno in vitro dando como resultado que el 
tratamiento: aceite esencial de L. origanoides 400 μLmL-1 + Carboximetil-celulosa 
0,3% + Alginato de sodio acido 1,5%, presento los mejores resultados. En la fase 
de invernadero se comprobó que el biopolímero se adhiere a las semillas de 
arveja sin afectar la emergencia y que la aplicación de biofungicida con una 
concentración de 800 μLmL-1 de aceite esencial de orégano silvestre 
disminuyendo la incidencia de marchitez vascular a un 0% en relación al testigo 
absoluto (P < 0,05). Los resultados obtenidos viabilizan evaluar la aplicación del 
biofungicida bajo condiciones de campo. 
 
Palabras clave: Marchitez vascular, Pisum sativum L., timol, biopolímero. 
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ABSTRACT  
 

 
The vascular wilt caused by Fusarium oxysporum is one of the most limiting 
diseases in the cultivation of pea (Pisum sativum L.) generating considerable 
economic losses and high environmental pollution because of the use of synthetic 
pesticides. Currently, the use of alternatives to chemical control, where the 
essential oils (A.E) value is emphasized charge. Therefore, the essential L. 
origanoides HBK extract (60.3% thymol) as a component of a fungicide capable of 
decreasing the incidence of vascular wilt disease pea assessed. In vitro sensitivity 
of  the pathogen F. oxysporum using the agar dilution technique was determined 
by calculating the minimum inhibitory concentration (C.M.I) in 400 stable μLmL-1 
matrix containing the essential oil and can be used in field conditions for this a 
Sodium Alginate biopolymer and two relationships acid carboxymethyl cellulose 
(0.1% and 0.3%) in an aqueous medium was evaluated. The biopolymer was 
amended sensidiscs impregnated with five concentrations of essential oil (200, 
400, 600, 800 and 1000 μLmL-1) the mycelial growth of phytopathogenic in vitro 
resulting treatment: L. origanoides essential oil 400 μLmL-1 carboxymethyl 
cellulose + 0.3% + 1.5% alginate sodium acid, gave the best results. In phase 
greenhouse it was found that PHB adheres to pea seeds without affecting the 
emergence and application of fungicide at a concentration of 800 μLmL-1 essential 
oil of wild oregano decreasing the incidence of vascular wilt to 0 % relative to 
absolute control (P <0.05). The results make feasible to evaluate the application of 
fungicide under field conditions. 
 
Keywords: vascular wilt, Pisum sativum L., thymol, biopolymer. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
En Colombia, la arveja después del fríjol, es la leguminosa de mayor importancia 
se cultiva en 14 departamentos, en donde la mayor producción se encuentra en el 
departamento de Nariño con 50.132 toneladas/año equivalentes al 50% de las 
101.070 toneladas/año que se producen en el país, seguido por Cundinamarca 
con 20% y Boyacá con 16% (Encuesta Nacional Agropecuaria, 2010; FENALCE, 
2010). Se estima que del cultivo dependen más de 26.000 productores, generando 
alrededor de 2,3 millones de jornales y unos 15.000 empleos directos (FENALCE, 
2010). 
 
El área cultivada de arveja en Nariño durante el año 2011 fue de 13.809 hectárea, 
con una producción promedio de 60.178 toneladas y un rendimiento de 4,4 
tonelada en vaina verde por hectárea (Acosta y Eraso, 2012), sin embargo 
recientemente han reportado casos frecuentes del disturbio denominado la mayor 
producción de esté guisante. 
 
Según Sañudo (2007), en el departamento de Nariño se han reportado casos  de 
marchitez vascular, mostrando la mayor incidencia en los municipios del sur del 
departamento de marcada producción arvejera como son: Ipiales, Potosí, 
Gualmatán, Córdoba y Puerres. 
 
En el departamento de Nariño el productor de arveja se caracteriza por ser 
minifundista, su nivel de estudio es bajo y se basa en el uso de los controles 
químicos; recibe poca capacitación tecnológica y en su mayoría son propietarios 
de sus parcelas. El cultivo de la arveja sea ha convertido en un factor estabilizador 
de la economía de los pequeños productores de las zonas andinas, y ha 
contribuido a su seguridad alimentaria (FENALCE, 2010). 
 
La escasa existencia de materiales de arveja en el país, ocasiona según 
FENALCE (2002), que exista una relativa homogeneidad genética constituyéndose 
una desventaja desde el punto de vista fitosanitario, haciendo que el manejo de 
enfermedades producidas por patógenos sea crecientemente costoso y complejo. 
De acuerdo con Tamayo (2000), la principal limitante en la producción de arveja 
en Colombia es la enfermedad denominada marchitez vascular, causada por 
Fusarium oxysporum f. sp. pisi. 
 
La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum en arveja es una de las 
enfermedades prevalentes y dañinas en cultivos intensivos. Esta enfermedad 
puede ocasionar pérdidas que varían del 30 al 50 % de la producción,  
dependiendo de la incidencia, especialmente, en variedades susceptibles y bajo 
condiciones climáticas favorables para el desarrollo del patógeno. Los síntomas de 
la enfermedad inician con una clorosis, seguida por el bajo crecimiento de las 
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plantas, que luego se marchitan y finalmente mueren (Tamayo, 2002; Buitrago et 
al., 2006; FENALCE 2007). 
 
El desconocimiento de alternativas de manejo de la enfermedad, sumando a las 
plagas (insectos y patógenos) constituyen la principal limitante de la producción 
agrícola. Se ha comprobado que los plaguicidas químicos, y en particular los 
fungicidas, pueden tener impactos negativos en la biodiversidad de los agros 
ecosistemas, así como en la salud pública. Por esta razón diferentes 
investigadores trabajan en el desarrollo de alternativas de control ecológicas 
(Zavaleta, 2000). Una de las más actuales es el uso de productos derivados de las 
plantas, como los aceites esenciales: terpenos, líganos, alcaloides, 
azúcares, esteroides, entre otros (Dixon, 2001). 
 
Se ha demostrado que los componentes de los aceites esenciales poseen 
características antibacterianas y  fungicidas,  además son inocuos para el medio 
ambiente y para los consumidores. Los aceites esenciales son las fracciones 
liquidas volátiles, generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, 
generalmente son mezclas complejas de hasta más de cien componentes que 
pueden ser compuestos alifáticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, 
aldehídos, cetonas, esteres y ácidos), monoterpenos, sesquiterpenos y 
fenilpropanos. 
 
Trabajos recientes sobre L. origanoides ―orégano silvestre‖ han determinado alta 
actividad biológica del aceite esencial extraído por esta razón, se han 
incrementado la tendencia al uso de extractos naturales como los aceites 
esenciales. Que han llegado a constituir una prometedora alternativa como fuente 
de sustancias con actividad antifúngica que ha presentado eficiencia en cuanto a 
estudios relacionados con la evaluación de tratamientos frente a diferentes 
fitopatógenos, inhibiendo su crecimiento. Además, de llevar a cabo la evaluación 
del extracto natural, se debe conocer la composición del mismo y establecer que 
compuestos son responsables de mencionada actividad antifúngica (Zanandrea, 
2004). 
 
El Orégano silvestre (Lippia origanoides H.B.K), es una familia de plantas 
labiadas, herbácea, muy ramificada, que además se utiliza como sustancia 
antibacterianas, antifúngica, antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerígenos, 
Todas estas son características atribuidas a carvacrol (38,6%) y Timol (60,3%), un 
compuesto químico que se encuentra en abundancia (Zanandrea, 2004).  
 
En Colombia la superficie cultivada y distribución geográfica, del orégano silvestre 
está presente principalmente en los Departamentos de Antioquia, Cundinamarca y 
Nariño (Salamanca y Sánchez, 2009).  
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Con base en lo anteriormente expuesto, se planteó el presente trabajo de 
investigación, con el objetivo de formular un biofúngicida a partir de  una emulsión 
con aceite esencial de orégano silvestre (Lippia origanoides H.B.K) frente  al 
fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. pisi causante de marchitez vascular de 
arveja (Pisum sativum L). 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
 
 
Las mayores pérdidas generadas en los cultivos son producidas principalmente 
por enfermedades que atacan la raíz de la planta en relación a otro tipo de 
afección (Malvick y Babadoost, 2002). 
 
La pudrición de raíces en arveja es un problema mundial que puede reducir 
considerablemente el rendimiento y la calidad de la cosecha. Más de 20 hongos 
diferentes han sido implicados como agentes causantes en las diferentes regiones 
del mundo (Krafty Roberts, 1969; Tu, 1987; Osorio et al.,  2011). 
 
En Colombia, la pudrición de las raíces en los cultivos de arveja es muy común en 
la mayor parte de las zonas productoras, Nariño, Cundinamarca, Boyacá y 
Antioquia reportan ampliamente este problema fitosanitario, la marchitez vascular 
se presenta en las primeras fases de desarrollo del cultivo (pre y pos emergencia). 
Las pérdidas oscilan entre 30% y 50% si no se toman medidas preventivas. La 
enfermedad puede causar pudriciones acuosas de las semillas o muerte 
prematura de éstas (Tamayo, 2000; Buitrago et al., 2006). 
 
En temperaturas del suelo por encima de 20ºC, la enfermedad progresa 
rápidamente, las plantas pueden morir, a menudo en parches dentro del cultivo. 
Las plantas muertas sirven de reservorio de inóculo para la propagación de la 
enfermedad. Uno de los resultados de la infección por Fusarium es la madurez 
desigual entre las plantas en el campo, lo que conduce a la pérdida de rendimiento 
y reducción de la calidad de los productos (Everts, 2002). 
 
Algunas especies de Fusarium oxysporum se distribuyen ampliamente y pueden 
matar  entre 1% y 3% de las plantas en campos infectados. Las temperaturas 
cálidas del suelo son propicias para la propagación del inoculó, el daño puede 
variar significativamente de un año a otro y las pérdidas más graves se producen 
en los guisantes finales (Ocaña, 2008). 
 
Arguello (2007), indica que el hongo ataca diferentes variedades de arvejas y es 
capaz de sobrevivir en rastrojos de cultivos anteriores y permanecer en el suelo 
por varios años. 
 
El productor no cuenta con un tipo de control apreciable para el marchitamiento 
vascular ocasionado por F. oxysporum la utilización de productos de síntesis 
química no son eficientes (Zavaleta (2000). Según Rosero (2008) la baja eficiencia 
de productos químicos para el control de esta enfermedad promueve la búsqueda 
de otras alternativas como el control biológico. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 
 
Para satisfacer la demanda a los mercados nacionales e internacionales y 
potenciales compradores de arveja en fresco es necesario mantener el control de 
enfermedades especialmente las producidas por hongos fitopatógenos como es el 
caso de Fusarium oxysporum f. sp pisi, ya que este causa las mayores pérdidas 
económicas dentro de la cadena productiva de esta leguminosa. En la última 
década se ha incrementado la tendencia al uso de extractos naturales como los 
aceites esenciales, como fuente de sustancias con actividad antifúngica frente a 
problemas fitosanitarios (Hernández et al., 2007), siendo promisorio el estudio de 
recursos vegetales como el caso del orégano silvestre (L. origanoides), 
ampliamente es reportado por sus propiedades antifúngicas y antibacteriales por 
el contenido de Timol que es de 60,3% presente en esté aceite esencial siendo 
beneficioso para el control de Fusarium oxysporum  y el efecto biocida sobre esté.  
 
Teniendo en cuenta este contexto, esta investigación se encaminó hacia el 
desarrollo de un producto de origen biológico para el control del fitopatógeno 
Fusarium oxysporum que afecta el sistema radical de la arveja, es por ello que se 
generó una matriz bio-polímerica que contenga el aceite esencial de orégano 
silvestre (L. origanoides) manteniendo su efecto antifúngico para la protección de 
las semillas de arveja ante este fitopatógeno; esta evaluación buscó obtener un 
producto que no cause efectos negativos en salud de los agricultores, del 
consumidor y vayan en pro de la conservación del ambiente, en comparación a los 
productos agroquímicos utilizados convencionalmente. 
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3. MARCO TEORICO  
 
 
3.1 ARVEJA (PISUM SATIVUM L.) 
 
La arveja (Pisum sativum L.) es uno de los cultivos más antiguos de la humanidad, 
hay evidencias del consumo de arvejas silvestres unos 10.000 años antes de 
Cristo, que fueron descubiertas por arqueólogos que exploraban la ―Cueva 
Espíritu‖ en la frontera entre Burma y Tailandia. En una excavación arqueológica 
en Jarmo, al noreste de Irak, se encontraron arvejas que datan unos 7.000 A. C. 
Los restos arqueológicos de los pueblos de la Edad de Bronce en Suiza contienen 
rastros de arvejas de los años 3.000 a.C (FENALCE, 2010). 
 
La arveja es un cultivo importante anualmente que impulsa la región templada del 
mundo y fue originalmente cultivada en la cuenca del Mediterráneo (FENALCE, 
2010). 
 
El Período de cosecha de este cultivo contempla de 12 a 18 semanas 
dependiendo del cultivar, bajo una temperatura optima entre los 10ºC y 20ºC 
(Zavaleta, 2000). 
 
 
3.1.1 Taxonomía de Arveja: 
 

Cuadro 1. Clasificación Taxonómica de la Arveja 
 

Reino Vegetal 

Clase  Angiosperma 

Subclase Dicotiledóneas 

Orden  Leguminosas 

Subfamilia Papilionaceae 

Género Pisum 

Especie Sativum L 

Nombre científico Pisum sativum L 

Nombre común Arveja, alberja, guisante, chicharo 

                     Fuente: (Prado, 2008) 
 
 
3.1.2 Morfología. Según la escala de BBCH (Bundesanstalt, Bundessortenamt, 
Chemical) (Meier, 2001), el desarrollo fenológico de la planta de arveja se puede 
describir con los siguientes pasos: germinación, desarrollo de hojas, crecimiento 
longitudinal de entrenudos, aparición del órgano floral, floración, formación y 
maduración de vainas, senescencia. 
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La planta de arveja presenta un rápido crecimiento de hábito indeterminado con 
tallos huecos angulares o redondeadas. Los primeros nodos son vegetativos 
dando lugar a ramas secundarias, los nodos posteriores son reproductivos. Las 
hojas constan de uno o más pares de folíolos opuestos soportados sobre peciolos 
junto con varios pares de zarcillos (que son esencialmente hojas modificadas). 
Esta planta presenta estípulas en la base de la hoja los cuales son también 
ovados pero mucho más grandes que los folíolos (Checa, 1993). 
 
 
3.2 FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. PISI.  
 

3.2.1 Taxonomía del Fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. pisi. El 
marchitez vascular de la arveja es causado por el fitopatógeno del suelo Fusarium 
oxysporum f. sp. pisi (Lobo y Girard, 1983; Restrepo, 1991; Checa, 1993; Buriticá, 
1999; Estupiñan y Ossa, 2007; Watson et al., 2009; Osorio y Castaño , 2011).  

 
 

Cuadro 2. Clasificación Taxonómica del Fitopatógeno. 
 

Reino: Fungi 

División: Ascomycota 

Clase:  Sordariomycetes 

Orden: Hypocreales 

Familia: Nectriaceae 

Género: Fusarium 

Especie: oxysporum 

Forma especial: pisi. 

Nombre científico Fusarium oxysporum f. sp. pisi.  

                        Fuente. Ossa, 2007.
 
F. oxysporum es un fitopatógeno del suelo de difícil control, su diseminación en el 
campo se efectúa a través de material de propagación infectado, fragmentos de 
plantas enfermas y movimiento de suelo infestado con clamidosporas, las cuales 
pueden sobrevivir hasta por más de 20 años (Haglund y Kraft, 2001). Este 
fitopatógeno tiene la capacidad de penetrar en los haces vasculares del centro de 
la raíz produciendo oclusión y de difundirse fácilmente sin activar los mecanismos 
de detección y defensa del huésped (Beckman y Roberts, 1995). 
 
El género Fusarium incluye muchas especies que causan enfermedades de las 
plantas, ocasionando síntomas como marchitamiento vascular, pudrición de la 
raíz, tallos y frutos. Este género presenta un amplio rango de especies de tipo 
saprófito que cumplen su ciclo de vida en el suelo, siendo de amplia importancia 
económica en cultivos comerciales, como el caso de la especie Fusarium 
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oxysporum f sp. pisi (Basu et al, 1973, 1976; Checa, 1993, Burgess et al, 1994; 
Sañudo et al., 2001).  
 
Esta especie se caracteriza por ser cosmopolita que existe en muchas formas 
patogénicas, parasitando más de 100 especies de plantas Gimnospermas y 
Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer 
las defensas de muchas plantas; y del cual hasta el momento no se conoce la fase 
perfecta (Kraft, 1995). 
 
Este fitopatógeno presenta variantes dentro de la especie, particularmente con 
respecto a la especialización de la planta hospedante (Garces et al., 2001). 
Determinada por el taxón forma especial (f. sp) corresponde a cepas cuyas 
características morfológicas y de cultivo son indistinguibles, pero muestran 
diferentes propiedades fisiológicas en su habilidad para parasitar un hospedante 
específico (Booth, 1975). Este taxón se ha empleado para categorizar 
aislamientos que causan enfermedades en una especie, género o familia, en 
particular (Bosland y Williams, 1987); por lo cual, aislamientos con el mismo rango 
de hospedantes, se asignan a una forma especial. Se han reportado más de 70 
formas especiales del patógeno (Kistler, 1997). 
 
Brayford (1996) indica que la especie Fusarium oxysporum f.sp. pisi (FOP) (CJJ 
Hall) Snyder y Hansen, el cual afecta a la arveja y guisantes relacionados, 
presenta cuatro razas las cuales se reconocen sobre la base de patógenicidad 
diferencial de los cultivares de guisantes. Sin embargo, la Raza 1 la cual causa un 
marchitamiento característico, afecta de forma mundial las regiones de producción 
de guisantes (McPhee et al., 1999). 
 
La especie F. oxysporum f. sp. pisi que se encuentra en sus formas patógenas 
donde muchas son las especies más dañinas del género en enfermedades de las 
plantas. Además en los campos de cultivo es la especie más abundante en el 
género Fusarium (Leslie y Summerell, 2006; Smith, 2007). 
 
 
3.2.2 Sintomatología de la Enfermedad de Marchitez Vascular de la Arveja. 
Los síntomas iníciales en arveja (P. sativum) suelen aparecer cerca de la zona de 
unión de semillas cuando la planta está en la etapa de plántula pre ó post 
emergentes (Malvick y Babadoost, 2002). Los síntomas consisten en lesiones 
delgadas, de color marrón claro que comienza en las raíces absorbentes finas y 
progresa gradualmente a la raíz principal. En algunos casos todas las raíces son 
destruidas, dejando sólo restos debajo de la inserción de la semilla (Malvick y 
Babadoost, 2002). 
 
El hongo Fusarium oxysporum invade el sistema de raíces de cultivares 
susceptibles y resistentes, pero los cultivares resistentes presentan un sistema de 
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protección al restringir la invasión del hongo mediante la producción de tapones 
vasculares (CharChar y Kraft, 1989). 
 
Nemeskéri y Györi (2005) encontraron que existen cambios en el contenido de 
micronutrientes en las partes verdes de guisantes afectados por el hongo 
Fusarium que se relacionan con las reacciones inmunológicas a este patógeno. 
 
Las lesiones en la zona radical, se agrandan ocasionando una contracción de 
tejido originado por el colapso de las células muertas corticales, y que se extiende 
a la parte superior por el tejido vascular, tomando una coloración marrón oscuro o 
rojiza pálida (Kraft, 1995; Haglund y Kraft, 2001); a razón de 2,5 a 5 cm por 
encima de la línea del suelo, uno a tres nudos (Kraft, 1995). 
 
Las plantas afectadas por la enfermedad de la marchitez vascular de la arveja 
presentan un retraso en el crecimiento general, presentando una coloración 
amarillenta de las hojas inferiores en primer lugar, y progresivamente se abren 
paso a las hojas superiores (Burgess, 1994; Kraft, 1995). El margen de las hojas 
se torna rizo hacia abajo (Haglund y Kraft, 2001); en algunos casos, el vástago se 
hincha y se torna frágil a la línea del suelo (Kraft, 1995;); esto hace que la planta 
se caiga y sea afectada por otros patógenos como  Pythium spp. (Malvick y 
Babadoost, 2002). 
 
Dentro de las plantas afectadas por el hongo, se pueden encontrar plantas con 
baja severidad las cuales pueden producir vainas, sin embargo estos son 
irregulares en tamaño y variables en la madurez, con un contenido de azúcar bajo 
(Burgess, 1994; Buitrago et al., 2000; Everts, 2002; Malvick y Babadoost, 2002). 
Con temperatura del suelo superior a 20ºC la enfermedad progresa rápidamente y 
la planta muere (Checa, 1993; Everts, 2002). 
 
 
3.2.3 Epidemiologia de la Enfermedad de la Marchitez Vascular de la Arveja. 
La pudrición de la raíz o marchitez vascular de la arveja causada por F. 
oxysporum ocurre generalmente en lotes que progresivamente aumentan de 
tamaño durante la temporada húmeda (Malvick y Babadoost, 2002).  
 
Este hongo habita el suelo de forma saprofita sobreviviendo por periodos de hasta 
10 años inicialmente en la capa de suelo cultivada en forma de clamidosporas una 
esporas asexuales de pared gruesa (Checa, 1993; Kraft, 1995); causando que 
este hongo se presente en el suelo casi de forma indefinida y que hace que el 
manejo de rotación con otros cultivos así como otras prácticas agrícolas sean 
inadecuados o ineficaces (Checa, 1993).  
 
Según Everts (2002), indica que F. oxysporum también puede encontrarse en 
asociación con las raíces de los cultivos no hospedantes y restos de plantas, 
puesto que este patógeno tan pronto como llega a los tejidos vegetales, se 
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extiende formando micelio, esporas y microconidios los cuales pueden dar lugar a 
nuevo inoculo (Checa, 1993; Everts, 2002).  
 
Por lo anterior, la diseminación de este patógeno se realiza de forma simple y bajo 
diferentes medios naturales como antrópicos; Hagedorn (1991) indica que F. 
oxysporum al ser un hongo de suelo, hace que cualquier actividad que se extienda 
en él, podrá propagarlo. Everts (2002), Haglund y Kraft (2001) señalan que es 
común que el transporte de la enfermedad de un campo a otro se realice con 
ayuda del viento y de agua (riego y lluvia); así como en la utilización de semilla 
contaminada o infectada, la cual se obtiene de cultivos anteriores sin criterio 
técnico, convirtiéndose este insumo en una fuente de enfermedades para futuros 
cultivos (Sañudo et al., 1999). 
 
La temperatura del suelo, variedad de arveja utilizada, y el tipo de suelo pueden 
afectar la tasa de propagación de la enfermedad (Everts, 2002; Nemeskéri y Györi, 
2005). 
 
 

3.3 ALTERNATIVAS DE MANEJO DE LA ENFERMEDAD. 
 

3.3.1 Manejo varietal.   Según Checa (1993), indica que la mejor manera de 
obtener resultados satisfactorios de manejo de la enfermedad del marchitez 
vascular de la arveja, depende principalmente en el desarrollo de cultivares 
resistentes. 
 
En Colombia existen variedades resistentes disponibles, sin embargo, cuando el 
potencial de la enfermedad es muy alta, algunas de estas variedades no ofrecen 
un control suficiente y todavía puede haber una reducción en el rendimiento y la 
calidad. Por tanto no hay cultivares comerciales con inmunidad o resistencia de 
alto nivel al patógeno Fusarium spp. (Hagedorn, 1991). 
 
 
3.3.2 Control sintético. Frame, (1998), indica que no existe un control apreciable 
del marchitamiento por Fusarium spp. de la utilización de productos de síntesis 
química (agroquímicos), por tanto no se recomiendan las aplicaciones con 
fungicidas. 
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3.3.4 Rotación de cultivos.  Las prácticas de rotación son importantes, sin 
embargo Checa (1993), indica que el hecho que F. oxysporum pueda sobrevivir 
saprofitamente en el suelo y posea la capacidad de generar estructuras 
reproductivas de protección como clamidosporas hace que la práctica de rotación 
de cultivos sea ineficaz. 
 
Estudios en rotación de cultivos de arveja con maíz en Maryland durante 3 años 
entre la siembra de guisantes, determinó que este intervalo de rotación no es tan 
eficaz para Fusarium pero si para Aphanomyces y Ascochyta. Malvick y 
Babadoost (2002) recomiendan un plan de rotación de cultivos en el cual los 
guisantes se cultiven en la misma área una sola vez en 5 años o más. 
Las plagas (insectos y patógenos) constituyen la principal limitante de la 
producción agrícola. Se ha comprobado que los plaguicidas químicos, y 
en particular los fungicidas, pueden tener impactos negativos en la biodiversidad 
de los agros ecosistemas, así como en la salud pública. Por esta razón los 
científicos trabajan en el desarrollo de alternativas de control ecológicas (Zavaleta, 
2000). Una de las más actuales es el uso de productos derivados de las plantas, 
como aceites esenciales: terpenos, líganos, alcaloides, azúcares, esteroides, entre 
otros (Dixon, 2001). 
 
 
3.3.5  Manejo biorracional.  Según Dixon, (2001) esta clase de manejo consiste 
en utilizar plantas aromáticas para controlar a los microorganismos presentes en el 
suelo, los cuales afectan a distintos cultivos en su crecimiento y calidad. 
 
 

3.4 ACEITES ESENCIALES (A.E) 
 

La vegetación tropical constituye un inmenso recurso de diversidad biológica cuyo 
potencial de uso ha sido escasamente estudiado (Bermúdez, 1999; Vele et al., 
1999). Los aceites esenciales se caracterizan por contar con útiles metabólitos 
secundarios, estos bioproductos se caracterizan por la presencia de determinados 
compuestos de origen natural, los cuales forman parte de las estrategias 
defensivas de las plantas y son agrupados en compuestos nitrogenados, fenólicos 
y terpenoides. Dichos compuestos le proporcionan importantes características a 
los extractos, como son antiapetitivos, antivirales, antimicrobianos o repelentes, 
que permiten su utilización para proteger los cultivos e incrementar la calidad y su 
producción alimentaria, ya que tienen la propiedad  de ser menos tóxicos y más 
fácilmente degradables (Rodríguez et al., 2009). 
 
Los aceites esenciales también llamados compuestos volátiles, son líquidos de 
consistencia aceitosa, aromáticos, obtenidos de los materiales vegetales (flores, 
los brotes, semillas, hojas, corteza, hierbas, madera, frutas y raíces). Pueden ser 
obtenidos por varios métodos, pero el más utilizado en la producción comercial es 
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por destilación con vapor. Se conocen aproximadamente 3.000 aceites esenciales, 
de los cuales 300 son comercialmente importantes en el mercado de las 
fragancias (Van y Leijten, 1999). Los aceites esenciales han demostrado poseer 
características insecticidas, antioxidantes, antibacteriano, antifúngico y antiviral 
(Burt, 2004; Kordali et al., 2005).  
 
Una posible alternativa para evitar el uso de fungicidas químicos es la utilización 
de las plantas medicinales y aromáticas las cuales contienen metabolitos con 
propiedades antifúngicas, que inhiben el desarrollo de los  hongos. Puesto que en 
Colombia presenta una condición de alta heterogeneidad en la siembra de 
especies de plantas aromáticas y existen cerca de 120 especies con potencial 
productivo y con aptitud para ser cultivadas tales como la manzanilla, la limonaria, 
la albahaca, la hierbabuena y cilantro entre las más importantes, Otras aromáticas 
y especias ampliamente reconocidas son limoncillo, toronjil, cidrón, cardamomo, 
tomillo, caléndula, menta, mejorana, perejil, romero y orégano. La producción de 
aromáticas y especias en nuestro país se encuentra ubicada en las zonas frías y 
ligeramente templadas, sobresaliendo los departamentos de Antioquia (La Ceja, 
Yolombó, San Jerónimo, Marinilla y Rionegro), Cundinamarca (Chipaque, cota, 
Fómeque, Anolaima, Funza, Chía, Mosquera), Cauca (Piendamó, Boquerón y 
Popayán) y Nariño (Pasto e Ipiales) (CCI, 2000). 
 
 
3.4.1 Actividad Antimicrobiana y Antibacterial de Aceites Esenciales. Algunos 
antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas, y 
especias. Lo más difícil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho 
antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y 
Golden, 1989). 
 
La mayor parte de los antimicrobianos para frutas y vegetales son bacteriostáticos 
(sistemas de conservación que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistáticos, 
en lugar de bactericidas (sistemas de conservación que destruyen los gérmenes) o 
fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte, 
debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos 
por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede 
ser preferible utilizar una combinación de ellos, ampliando así el espectro de 
cobertura en la preservación de frutas y vegetales en general (Blanchard, 2000). 
 
Recientemente, en la industria  dedicada a la producción de frutas y vegetales, 
existe un considerable interés en los extractos y aceites esenciales derivados de 
las plantas debido a su propiedad de controlar el crecimiento de microorganismos 
patógenos tales como: Fusarium spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Penicillium 
spp y Rhizopus spp., que han sido reportados como agentes causantes de 
enfermedades producidas por los alimentos y/o descomposición de los mismos 
(Soliman y Badeea, 2002; Tepe et  al., 2005; Viuda, 2007). 
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Para la evaluación antimicrobiana de aceites, se aplican generalmente métodos 
convencionales probados con capacidades antibióticas. Hay dos técnicas básicas 
usadas para la valoración de ambas actividades antibacteriales y antimiocóticas 
de los aceites esenciales: 1) El método de difusión en agar (pozo o disco de papel) 
y 2) El método de dilución (agar o caldo líquido). Las pruebas y evaluación de la 
actividad, insolubilidad en agua y complejidad (Kalemba y Kunicka, 2003). 
 
El mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula se lleva a 
cabo en partes y/o funciones importantes para la sobrevivencia de la célula. Puede 
llevarse a cabo en la pared celular, membrana celular, en la síntesis de proteína, 
en su genética y en la síntesis de su genética. Esto puede causar daños 
irreparables a una célula. De varios de los antimicrobianos no se conoce aún su 
modo de acción, pero al actuar de forma diferente las combinaciones de estos 
pueden llevar a mejores resultados (Davidson y Branen, 1993).  
 
Existen pocos estudios enfocados a comprender el mecanismo involucrado en la 
inhibición microbiana por especias y sus aceites esenciales. Sin embargo, se 
supone que dada la estructura fenólica de muchos de los compuestos con 
actividad antimicrobiana presentes en las especias y sus aceites esenciales, el 
modo de acción debe ser similar al de otros compuestos fenólicos (Davidson, 
1997). 
 
Los aceites esenciales son de naturaleza hidrofóbica y de gran viscosidad. Estas 
características pueden reducir la capacidad de la dilución o pueden causar 
distribución desigual del aceite a través del medio, aun si se usa un agente 
correcto disgregante o solubilizante. Se tiene que comprobar si las 
concentraciones aplicadas del emulsor o del solvente no afectan el crecimiento y 
la diferenciación de los microorganismos de prueba. Los cultivos de 
microorganismos se realizan en medios líquidos, bajo condiciones físicas óptimas 
para las especies individuales. Los microorganismos tienen que alcanzar una fase 
apropiada del crecimiento, y un número especificado de células tiene que ser 
utilizado para la prueba (Kalemba y Kunicka, 2003). 
 
 
3.4.2 Metabolismo Secundario Vegetal.  Las plantas producen una amplia y 
variada gama de compuestos orgánicos que parecen no tener relación directa con 
su crecimiento y desarrollo, los cuales se conocen como metabolitos secundarios. 
Estos metabólitos tienen importantes funciones ecológicas en las plantas (Taiz et 
al., 2002), a saber: Protegen las plantas contra animales herbívoros y microbios 
patógenos; Atraen insectos polinizadores o dispersores de semillas; protegen la 
planta durante los procesos de cicatrización y actividad Microbiana;  intervienen en 
la regulación de los procesos de evaporación de agua; sirven de mecanismo de 
defensa y de comunicación con otros vegetales (alelopatía). 
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Los compuestos nitrogenados formados del metabolismo secundario de las 
plantas son principalmente alcaloides y glucósidos cianogénicos, los cuales son 
usualmente sintetizados a partir de algunos aminoácidos a saber: lisina, tirosina y 
triptófano. Según sean aminoácidos aromáticos o alifáticos, la biosíntesis sigue o 
la ruta del ácido shikímico o del ácido tricarboxílico, respectivamente (Taiz et al., 
2002). 
 
 
Figura 1. Diagrama general de la biosíntesis de metabolitos secundarios en 
especies vegetales. 

 
                                Fuente. Azcón y Talón, 2000. 

 
Este tipo de metabolitos pueden ser aislados por diversos métodos, dentro de los 
cuales se encuentran: destilación-extracción simultánea con solvente (SDE)            
(Stashenko, 1999; Azcón y Talón, 2000), extracción con fluido supercrítico (SFE) 
(Braga, 2005), destilación con vapor (SD) (Stashenko, 1999), hidrodestilación (HD) 
(Dos Santos, 2004),  hidrodestilación asistida por la radiación de microondas 
(MWHD) (Duran, 2005).  
 
Para el control de diferentes plagas y enfermedades se ha venido realizando 
múltiples estudios sobre  aceites esenciales (AE), extraídos de diferentes plantas, 
dada su acción anti fúngica, ya que están conformados por mezclas de un número 
variable de sustancias orgánicas olorosas y volátiles, que químicamente están 
constituidas por terpenos de bajo peso molecular, (Bittner et al., 2009). 
 
Los aceites esenciales son mezclas de sustancias obtenidas de plantas, que 
presentan como características principales su compleja composición química y su 
carácter fuertemente aromático, aunque evidentemente no todas las plantas 
contienen estas sustancias y las que lo presentan tienen una concentración tan 
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baja que hace imposible su obtención practica (Ortuño, 2006). Los aceites 
esenciales (esencias o aceites volátiles) son: ―productos de composición 
generalmente muy compleja que contienen los principios volátiles que se 
encuentran en los vegetales más o menos modificados durante su preparación. Se 
les llama aceites por su apariencia física y consistencia que es bastante parecida 
a los aceites grasos, pero se distinguen de ellos, porque al dejar caer unas gotas 
de esencia sobre el papel, éstas se volatilizan fácilmente sin dejar ninguna huella 
ni mancha grasosa (Gonzales, 2004). 
 
Según Martínez (2003), Los aceites esenciales son las fracciones líquidas 
volátiles, generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen 
las sustancias responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la 
industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y 
saborizantes) y farmacéutica (saborizantes). Los aceites esenciales generalmente 
son mezclas complejas de hasta más de 100 componentes que pueden ser: 
 

 Compuestos alifáticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehídos, 
cetonas, ésteres y ácidos) 

 Monoterpenos 

 Sesquiterpenos 

 Fenilpropanos 
 
Los monoterpenos presentes en aceites esenciales son compuestos que resultan 
menos perjudiciales que los fungicidas químicos desde el punto de vista 
ambiental (Saccheti et al., 2005). Varios investigadores han comprobado el efecto 
de estas sustancias sobre insectos plaga y microorganismos que afectan cultivos 
de importancia económica (Gómez, 2006). 
 
 
3.4.3 Actividad Antimicrobiana de la Familia Verbenacea.  La familia 
Verbenacea comprende alrededor 75 géneros y 3000 especies, encontrándose 
distribuidas principalmente en regiones tropicales y subtropicales y en algunas 
zonas templadas. La familia verbenácea posee  actividad antifúngica y actividad 
antibacterial, de estas especies generalmente se encuentran en forma de 
arbustos, lianas y hierbas, algunas con espinas, presentan hojas opuestas, sin 
estípulas; poseen flores normalmente irregulares, bisexuales racemosas o 
cimosas, axilares o terminales; el cáliz tiene unos 4-5 lóbulos, con el limbo algo 
bilabiado; el fruto es una drupa, o con menor frecuencia una cápsula o 
esquizocarpo (García, 1992). 
 
Son especies vegetales de interés económico por sus usos diversos, siendo 
fuentes de aceites o frutos comestibles, especies ornamentales (del género 
Lantana), se emplean en jardinería, algunas de ellas son utilizadas para 
aplicaciones etnomédicas (García, 1992; Humbolt, 2003). 
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Los aceites esenciales de varias especies de Lippia han presentado actividades 
antiplasmodia, insecticida, antibacterial, antifúngica y efectos de relajación 
muscular (Gupta, 1995; Wächter, 2001; Vale et al., 2002). 
 
Todas estas propiedades funcionales son determinadas por la composición 
química de las especies empleadas. Los efectos biológicos comunes de diferentes 
25 especies de la familia Verbenaceae se deben a la presencia de metabólitos 
comunes que exhiben cierta bioactividad. Los compuestos comúnmente 
encontrados en los AEs de Lippia son: Limoneno, p-cimeno, alcanfor, linalool, α- 
pineno, timol y trans-β-cariofileno, entre algunos otros (Craveiro et al., 1981; 
Pascual et al., 2001). 
 
 
3.4.4 Aceite Esencial de Orégano Silvestre (Lippia origanoides H.B.K).  Es 
una hierba perenne de 1 a 2 m de altura que presenta hojas ovadas con el ápice 
redondeado, flores blancas, pequeñas y muy aromáticas, el rendimiento de 
extracción del AE según Dos Santos, es de 4.6 %(p/p). Algunos de los sinónimos 
de esta especie botánica, son: Lippia berterii Spreng y Lantana origanoides H.B.K 
(Santo et al., 2004). 
 
Existen múltiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de 
diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de las 
especies del género Origanum presentan actividad contra bacterias Gram 
negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Yersinia enterocoliticay Enterobacter cloacae; y las Gram positivas como 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenesy 
Bacilluss ubtilis (Aligiannis, 2001). Tienen además capacidad antifungicida contra 
Cándida albicans, C. tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus Níger, 
Geotrichumy Rhodotorula; pero no contra Pseudomona aeruginosa. Se ha 
evaluado la actividad antimicrobiana de los componentes aislados, así como el del 
aceite esencial. Los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles más altos de 
actividad contra microorganismos gram negativos, excepto para P. aeruginosa, 
siendo el timol más activo (Sivropoulou, 1996). Otros compuestos, como el g-
terpineno y r-cimeno no mostraron actividad contra las bacterias estudiadas. Los 
valores de la concentración mínima inhibitoria (CMI) para los aceites esenciales se 
han establecido entre 0.28-1.27 mg/mL para bacterias, y de 0.65-1.27 mg/mL para 
hongos (Aligiannis, 2001).  
 
En Colombia la superficie cultivada y  distribución  geográfica, del  orégano está 
presente principalmente en los Departamentos de Antioquia, Cundinamarca y 
Nariño (Salamanca y Sánchez, 2009). 
 
El Orégano (Lippia origanoides H.B.K), es una familia de plantas labiadas, 
herbácea, muy ramificada, que además se utiliza como sustancia antibacterianas, 
antifúngica, antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerígenos, Todas estas son 
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características atribuidas a carvacrol, un compuesto químico que se encuentra en  
abundancia (Zanandrea, 2004). 
 
 
3.4.4.1 Composición del Aceite Esencial de Orégano Silvestre (Lippia 
origanoides H.B.K).  Los componentes más abundantes reportados para este 
aceite esencial son: α-terpineno, timol, acetato de timilo, carvacrol, metilcarvacrol, 
γ-terpineno, 1,8-cineole, p-cimeno, trans-β– cariofileno y umbellunona. 
 
Oliveira et al. (2005), realizaron un estudio del aceite esencial de Lippia 
origanoides H.B.K. (Verbenacea). Se analizó la composición química del aceite 
esencial de las hojas por GC Y GC/MS, el cual mostro un alto contenido de 
monoterpeno oxigenados (60,0%), carvacrol (38,6%) y timol (18,5%) como 
principales constituyentes. La actividad antimicrobiana de este aceite esencial se 
determinó por el método de difusión en placa, mostrando zonas de inhibición muy 
importantes para todos los microorganismos probados. 
 
Según Arango et al. (2012) en el departamento de Nariño el orégano silvestre (Alto 
Patía) representa un contenido de Timol de 91,9% a presión de 3.7 psig y tiempo 
de 3.7 horas. Lo cual es beneficioso para la inhibición de microorganismos. 
 
Cuadro 3. Componentes mayoritarios de los AEs de Lippia origanoides 
 

REFERENCIA PAÍSES AÑO COMPONENTES 
MAYORITARIOS 

Gallino Brasil (Sao Paulo), 
Argentina. 

1987 y–Terpineno, p -
cimeno, timol. 

Velasco-
Negueruela 

Brasil 
(Cabeceiras), 

Brasil (Oriximiná). 

1993 Acetato de 
timilo,y–Terpineno, 

p -cimeno. 

Dos Santos Brasil 
(Cabeceiras). 

2004 Carvacrol, y–
Terpineno, p -

cimeno, 

Oliveira Brasil (Oriximiná). 2006 Carvacrol, p -
cimeno, timol. 

Fuente. Este estudio  

 
3.4.4.2 Extracción del Aceite Esencial de Orégano Silvestre (Lippia 
origanoides H.B.K).  Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras 
vegetales mediante varios métodos como son: expresión, destilación con vapor de 
agua, extracción con solventes volátiles, enfleurage y con fluidos supercríticos. 
 
En la expresión el material vegetal es exprimido para liberar el aceite y este es 
recolectado y filtrado (Martínez, 2003). 
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En la destilación por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal generalmente 
fresca y cortada en trozos pequeños, es encerrada en una cámara inerte y 
sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia así 
arrastrada es posteriormente condensada, recolectada y separada de la fracción 
acuosa. Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias fluidas, 
primordialmente las utilizadas para perfumería. Se utiliza a nivel industrial debido a 
su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnología 
sofisticada (Martínez, 2003) 
 
Otro método utilizado en la extracción de aceite esencial es  la hidrodestilación 
asistida por radiación con microondas (M.W.H.D), que es una técnica basada en la 
disipación de energía por conductividad térmica y disipación por rotación de 
dipolos  y la destilación , se puede llevar a cabo a presión atmosférica o con vacío. 
En este proceso el material vegetal está sumergido en agua y el aceite esencial es 
arrastrado por el vapor de agua producido por el calentamiento. Posteriormente 
este vapor es condensado, el destilado se recolecta continuamente y el exceso de 
agua se lleva a recirculación y reciclado al balón de extracción con el fin de 
mantener la humedad del material vegetal; el aceite esencial es recolectado 
directamente y secado sin necesidad de añadir ningún solvente. (Cerpa, 2007).  
La extracción de aceite por arrastre con vapor es un proceso que consiste en 
calentar una solución hasta que sus componentes más volátiles pasen a la fase de 
vapor y, a continuación, enfriar el vapor para recuperar dichos componentes en 
forma líquida por medio de la condensación. En la destilación por arrastre con 
vapor, la presencia de vapor por cualquiera de los componentes no puede ser 
modificada por la presencia del otro; además ambos ejercen una presión 
verdadera a la temperatura predominante. El líquido orgánico de alto punto de 
ebullición se evapora a una temperatura bastante menor que su punto de 
ebullición normal, sin la necesidad de utilizar vacío en la operación. (Olaya et al., 
2000). 
 
De esta forma, en la extracción de aceites esenciales, el rendimiento obtenido se 
puede ver influenciado por el tipo de material en estudio y por el tipo de técnica 
empleada para la extracción del aceite esencial. 
 
 
3.4.4.3 Actividad Antifúngica y Antimicrobiana del Aceite Esencial de 
Orégano Silvestre (Lippia origanoides H.B.K).  El orégano es una hierba 
aromática que contiene principalmente timol y carvacrol en su aceite esencial; 
estos fenoles son responsables de las propiedades antibacterianas de orégano 
(Sallé 1991; Tainter y Grenis, 1993; Kintzios, 2002; Ultee et al., 2002; Burt 2004). 
De tal manera que su aceite esencial fue uno de los primeros naturales 
antisépticos utilizados, lo que demuestra un efecto bactericida bien contra 
bacterias gram-positivas y bacterias gram-negativas (Exarchou et al., 2002; Burt, 
2004), así como que muestran tanto antifúngico y antioxidante (Sivropoulou et al., 
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1996; Kintzios, 2002; Schanebergand y Khan, 2002; Botsoglou et al., 2003; Baydar 
et al., 2004; Skerget et al., 2005). 
 
En el aceite de orégano que crece en forma silvestre se ha encontrado la 
presencia dominante de carvacrol y timol (Russo et al., 1998, Stachenko et al.,  
1999). Se utiliza en la preparación de alimentos. Las hojas y sumidades floridas se 
aplican en el campo farmacéutico debido a las propiedades tónicas, amargo-
excitantes, antisépticas, diuréticas y antiespasmódicas (Guerrero y Nuñez, 1991). 
Sobre el poder antiséptico de los aceites esenciales de plantas pertenecientes 
especialmente a las familias Labiadas hay amplia información (Guenter, 1949; 
Domínguez, 1985; Lock de Ugaz, 1994 y Montes, 1996). Todas contienen un 
compuesto o principio activo propio pero varios compuestos son comunes a 
numerosas especies. Las plantas de uso tradicional ofrecen posibilidades para la 
búsqueda de principios bioactivos o Etnomedicina siendo una alternativa de uso 
de antisépticos estándar. Se han utilizado diversas técnicas microbiológicas para 
demostrar la actividad antimicrobiana de plantas superiores frente a 
microorganismos patógenos para el hombre (Rangel  et al., 2001). 
 
Además, Cueto (2010), determinó la actividad antifúngica del aceite esencial y de 
los extractos obtenidos con hexano, metanol y cloruro de metileno del orégano 
Mexicano (Lippia graveolens) contra F. oxysporum obteniendo como resultado que 
por medio de la técnica de difusión en placa el aceite esencial del orégano inhibió 
el crecimiento del hongo en todas las concentraciones probadas. Cabe resaltar 
que Escobar et al., (2010) realizaron estudios sobre la composición química y 
actividad biológica de 19 aceites esenciales, donde siete de sus principales 
componentes fueron probados contra las formas libres e intracelulares de 
Leishmaniachagasi y parásitos Trypanosomacruzi. 
 
Montes et al. (2000), probó un total de 206 especies de plantas contra la actividad 
de 26 especies de hongos fitopatógenos, incluyendo pruebas de germinación de 
esporas, desarrollo micelial, esporulación y pruebas de invernadero y campo en 
algunos casos. La formulación de productos vegetales utilizado ha sido: extractos 
acuosos y hexánicos, polvos, aceites esenciales y metabolitos secundarios 
antifúngicos. Los resultados han indicado que entre 32 y 51% de las plantas 
probadas interactúan con los hongos y la respuesta de los patógenos varía desde 
la estimulación biológica hasta su total inhibición. Se han logrado resultados 
promisorios en campo  con extractos acuosos contra la roya del frijol Uromycesap 
pendiculatuns, la cenicilla Erysiphecichora cearumy el mildiu de la calbacita 
Pseudoperonos poracubensis. En cuanto a la técnica in vitro diferentes extractos 
de orégano (Lippia origanoides H.B.K) sobre el crecimiento, de Xanthomona 
campestris, Cladosporium cladosporoide y Aspergillus niger, Se utilizaron hojas 
secas de Lippia graveolens. El extracto total se obtuvo por el método de 
presurizado, el aceite esencial y las aguas madres por hidrodestilación. Este autor 
indica que existe inhibición del hongo Aspergillus nigery Cladosporium 
cladosporoide por efecto del aceite esencial. 
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3.5 RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES Y BIOPOLÍMEROS. 
 
Recubrimientos Comestibles (RC) se utilizan indistintamente para referirse a la 
aplicación de matrices transparentes y comestibles sobre las superficies de los 
alimentos, con el fin de servir de empaque y de preservar su calidad. Sin embargo 
se distinguen por el modo en que son obtenidos y aplicados sobre el producto.  
Un recubrimiento o cobertura comestible (RC) (coating) se define como una capa 
delgada de material comestible formado como un revestimiento sobre el alimento, 
mientras una película (film) comestible es una capa preformada y delgada 
elaborada con material comestible que una vez preparada puede disponerse sobre 
el alimento o entre los componentes del mismo (Krochta y De Mulder-Johnston, 
1997). De forma general puede decirse que los recubrimientos se aplican en forma 
líquida sobre el alimento, normalmente por inmersión del producto en la solución 
con capacidad filmogénica, mientras que las películas elaboradas como láminas 
sólidas se aplican posteriormente sobre el alimento como envoltura (McHugh y 
Senesi, 2000). 
 
Las investigaciones realizadas han mostrado que estos recubrimientos no pueden 
reemplazar las formas de los materiales de empaquetamiento tradicionales pues 
sus propiedades no son equivalentes a las de aquellos. Sin embargo, pueden 
constituirse en uno de los factores de estrés a aplicar en la preservación de 
alimentos. S sus atributos funcionales hacen que esto sea posible, ayudando a 
afrontar los desafíos inherentes a la producción, distribución y almacenamiento de 
alimentos nutritivos, seguros, de alta calidad, estables y económicos (Campos y 
col., 2011; Flores, 2007). Asimismo, pueden desarrollar una función 
complementaria de barrera por su baja permeabilidad al oxígeno, permitiendo usar 
envases tradicionales de menor espesor, contribuyendo así a disminuir los 
problemas ambientales generados por estos últimos. 
 
 
3.5.1. Principales Componentes de los Recubrimientos Comestibles. La 
elaboración de los RC requiere de al menos un componente capaz de formar una 
matriz estructural, esta capacidad se atribuye a proteínas, polisacáridos y lípidos, 
cada uno de estos componentes con propiedades específicas y aplicables a los 
diferentes productos alimenticios teniendo en cuenta su principal mecanismo de 
degradación; los compontes pueden formar RC actuando de forma individual o en 
mezclas, aprovechando la sinergia de los componentes para proteger los 
productos que revisten. Muchas veces resulta imprescindible la adicción de 
aditivos como los plastificantes a la formulación de estos recubrimientos, puesto 
que sin ellos la película resultante sería excesivamente frágil y muy poco flexible, 
además de los plastificantes se pueden incluir otros aditivos, como emulsificantes 
y tensoactivos, que dependiendo de la naturaleza de los biopolímeros, contribuirán 
a mejorar las propiedades mecánicas e indirectamente la funcionalidad del mismo. 
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3.5.2. Tipos de Recubrimientos comestibles.  La capacidad de los biopolímeros 
para interaccionar entre sí y con el resto de los componentes durante la formación 
del recubrimiento viene dado por su naturaleza, peso molecular, cargas, etc., es 
decir, la estructura del biopolímero condicionará la función del recubrimiento. En 
líneas muy generales, la formación de una red macromolecular de un biopolímero 
tipo hidrocoloide requiere de algunas etapas: en primer lugar la solubilización 
(parcial o total) que permita una ruptura de enlaces intermoleculares de baja 
energía que estabilicen a los polímeros en su estado nativo; de esta manera se 
facilita un reordenamiento y orientación de las cadenas poliméricas y una 
interacción con el resto de componentes que forman el recubrimiento (esta 
estructura se estabiliza durante el secado) (Cuq, Gontard, Cuq y Guilbert, 1998; 
Mauri y Añón, 2008). 
 
Los biopolímeros proteicos forman redes macromoleculares tridimensionales que 
se estabilizan mediante diversos tipos de enlaces (interacciones electrostáticas, 
puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals, enlaces covalentes y puentes 
disulfuro), los cuales dependen de su composición  a base de aminoácidos. Los 
enlaces se pueden favorecer durante el procesado, tanto por las soluciones en las 
que se encuentra como por el tratamiento térmico y modo de secado. Así, por 
ejemplo, una película a base de proteína de huevo, que contiene gran cantidad de 
cisteína, puede favorecer la formación de enlaces covalentes tipo puentes 
disulfuro en condiciones térmicas adecuadas, lo cual favorece la insolubilización 
del recubrimiento (Giménez, Gómez-Guillén, López-Caballero, Gómez-Estaca y 
Montero, 2012). 
 
Los polisacáridos son polímeros hidrosolubles de cadena larga, que se emplean 
en la industria alimentaria para compactar, espesar y gelificar o bien para 
proporcionar dureza y textura crujiente a los alimentos (Catherine y Susan, 2002). 
Entre los polisacáridos utilizados en la preparación de películas y recubrimientos 
se encuentran la celulosa y sus derivados, almidón, pectinas, alginatos, 
carragenatos, quitosano, entre otros.  
 
Los rrecubrimientos constituidos a base de Lípidos, como ceras y grasas fueron 
los primeros materiales utilizados para cubrir los alimentos. Las ceras se emplean 
desde hace siglos en China para la conservación de frutas, con datos que se 
remontan al siglo XII (Gontard, Thibault, Cuq y Guilbert, 1996; Krochta y Baldwin, 
1994), mientras que la utilización de las grasas data del siglo XVI para prevenir la 
contracción de la carne (Baker, Baldwin y Nisperos-Carriedo, 1994; Kester y 
Fennema, 1986). Hoy en día, los lípidos solos o en combinación con otros 
compuestos, se aplican como envases comestibles en carnes, pescados, frutas, 
vegetales, semillas, caramelos, quesos, alimentos frescos, curados, congelados o 
procesados (Rhim y Shellhammer, 2005). 
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3.5.2.1. Recubrimientos constituidos a base de mezclas de Biopolímeros.  
Los biopolímeros de diferente naturaleza o estructura se pueden combinar entre sí 
de tal manera que se compensen las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. 
Así se han descrito películas y recubrimientos basados en mezclas de proteínas y 
polisacáridos, proteínas y lípidos o polisacáridos y lípidos. Estas combinaciones se 
consiguen: a) incorporando el componente inmiscible (lípido) dentro de la solución 
filmogénica (hidrocoloide) mediante la formación de una emulsión, suspensión o 
dispersión, b) incorporando los diferentes componentes en sucesivas capas 
(películas y recubrimientos multicapa), o por último c) mezclando los compuestos 
con un disolvente en el que los diversos biopolímeros sean miscibles (Bourtoom, 
2008; Kamper y Fennema, 1985; Krochta y De Mulder-Johnston, 1997). 
 

Los recubrimientos comestibles a base de polisacáridos o proteínas suelen ser 
quebradizas y poco flexibles por lo que requieren de la adicción de plastificantes 
(Gennadios y Cols, 1994). Los plastificantes son compuestos de pequeño peso 
molecular que se añaden a las coberturas para mejorar su flexibilidad y 
propiedades mecánicas (Dangaran y Cols, 2009). Otro aspecto son los 
emulsificantes que son moléculas de superficie activa que se adsorben a la 
superficie de las gotas formadas durante la homogeneización formando una capa 
protectora que impide la agregación de las gotas. Los emulsificantes más 
comunes utilizados en la industria son proteínas anfifílicas (tienen regiones polares 
y no polares en la misma molécula), fosfolípidos y pequeñas moléculas 
surfactantes (McClements y Col, 2007); también sobresalen los espesantes que se 
caracterizan por modificar la textura (en forma de gel) la fase continua, lo cual 
mejora la estabilidad de la emulsión por retardar o prevenir el movimiento de las 
gotas. Los agentes espesantes más utilizados en la industria alimentaria son los 
polisacáridos. La selección del estabilizador más apropiado es uno de los factores 
más determinantes en las propiedades fisicoquímicas y vida útil de las emulsiones 
basadas en sistemas de distribución (McClements y Decker, 2000; McClements et 
al., 2007). Y los surfactantes son moléculas anfifílica que tiene un grupo hidrofílico 
(cabeza), el cual tiene una alta afinidad por el agua y un grupo lipofílico o 
hidrofóbico (cola), el cual tiene una alta afinidad por el aceite. Los surfactantes 
pueden por tanto ser representados por la formula RX, donde X representa la 
cabeza hidrofílica y R la cola lipofílica. Las características de un surfactante 
particular dependen de la naturaleza de sus grupos hidrofílico (cabeza) y lipofílico 
(cola) (McClements, 1999). 
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3.5.3 Recubrimientos y biopolímeros a utilizar. 
 
Lecitina de Soya: La lecitina es un fosfolípido, más en particular, un diglicérido de 
ácidos grasos saturados e insaturados, por ejemplo estearina, palmitina,  ácido 
linoléico y/o ácido oleico, copulados con  éster colina de  ácido fosfórico, o una 
mezcla de dichos diglicéridos. La lecitina es capaz de formar una emulsión aceite-
en-agua eminentemente estable, en la que, como fuente de nitrógeno, están 
presentes principalmente proteínas prácticamente intactas. Dicha emulsión 
también permanece estable tras una etapa de calentamiento (Campina et al., 
2000). 
 
 
3.5.4 Goma Arábiga.  La goma arábiga (Acacia senegal) es un biopolímero 
hidrofílico de elevado peso molecular clasificado como hidrocoloide. Se utiliza 
como ingrediente funcional en la industria alimentaria para el control de 
microestructura, textura, sabor y vida útil. 
 

Este hidrocoloide es un hetero-polielectrolíto complejo y ramificado con una 
columna vertebral de unidades de 1,3 β-galactopiranosa unidas a cadenas 
laterales de unidades de 1,6 galactopiranosa y finaliza en un ácido glucurónico o 
residuos de ácido 4-O-metil glucurónico. También contiene aproximadamente 2% 
de proteína unida covalentemente al carbohidrato a través de residuos de 
hidroxiprolina y serina, resultando en una mezcla de complejos de 
arabinogalactana-proteína, cada una conteniendo varías unidades de 
polisacáridos unidos a un núcleo común de proteína. Esta fracción de proteína 
asociada con una fracción de masa molecular elevada representa al menos el 
30% de la goma total. Esta fracción proteíca parece ser la responsable de las 
propiedades emulsificantes y estabilizantes del hidrocoloide. La cadena proteíca 
hidrofóbica del hibrido proteína-polisacárido se fija en la interfase y los bloques de 
carbohidrato hidrofílico proveen una barrera fuertemente estérica hacia la 
coalescencia y floculación (Dickinson, 2003). 
 
 
3.5.5 Alginato de sodio ácido.  Los Alginatos son polisacáridos más abundantes 
presentes en las algas marinas. Comprenden hasta un 40 % de su peso seco. Son 
los componentes estructurales de la pared celular de las algas, cuya función 
principal es dar rigidez,  emulsificantes, elasticidad, flexibilidad y capacidad para 
enlazar agua (Hernández et al., 2005). El alginato es uno de los biopolímeros más 
versátiles y es ampliamente utilizado en la industria de alimentos y farmacéuticos. 
Sus principales propiedades son: estabilizante, espesante, gelificante y formador 
de recubrimientos (Junter y Vinet, 2009). 
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3.5.6 Soportar aditivos alimentarios.  Pueden ser usados para incorporar 
agentes antimicrobianos, antioxidantes y otros, en localizaciones específicas de 
los alimentos. Así, se puede conseguir exaltar una propiedad funcional en forma 
localizada sin elevar excesivamente la concentración general del aditivo en el 
alimento.  

 
Las películas y recubrimientos permiten añadir también otros compuestos con 
propiedades activas, antimicrobianos y antioxidantes principalmente, que protejan 
de la oxidación o inhiban el crecimiento microbiano tanto de patógenos como de 
responsables del deterioro. Recientemente se ha visto que las películas son 
adecuadas como portadoras de sustancias o bacterias con propiedades bioactivas 
(probióticos), con el fin de mejorar no sólo la conservación sino también para 
aportar determinadas propiedades beneficiosas a los alimentos. El desarrollo y 
diseño de envases con propiedades activas o bioactivas ha permitido sobretodo 
mejorar la vida útil de alimentos tan perecederos como son los productos 
pesqueros. 
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4. ESTADO DEL ARTE 
 

Estudios de actividad biológica de esta especie demostraron, que el aceite 
esencial de la planta posee actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus aureus MRSA y Escherichia coli, y antifúngica contra Candida 
albicans y Candida tropicalis (Dos Santos et al., 2004). Recientemente, Oliveira 
(2006) separó diferentes fracciones volátiles del AE de Lippia origanoides y 
determinó su efecto inhibidor del desarrollo de diferentes microoganismos; los 
resultados obtenidos demuestran que la eficiencia biológica es mayor para las 
fracciones con compuestos fenólicos, y va disminuyendo para las fracciones con 
alcoholes alifáticos, aldehídos, cetonas e hidrocarburos. 
 
El alginato, un polisacárido derivado de algas marrones de origen marino  
(Phaeophyceae), se encuentra formando parte de la pared celular de las algas, de 
forma análoga a la celulosa y pectina en la pared celular de las plantas terrestres 
(Mancini y McHugh, 2000). 
 
El alginato de sodio tiene la capacidad de retener agua o adsorbentes por lo que 
en la industria lo denominan súper adsorbente, es decir pueden formar retículos 
poliméricos tridimensionales que posee grupos hidrofilicos capaces de absorber 
grandes volúmenes de agua o fluidos biológicos y los retiene a baja presión según 
Hernandez et al. (2005) 
 
En mayo 2005 se realizó una investigación en argentina sobre la Utilización de 
aceite esencial de lemongrass (Cymbopogon citratus Stapf) como repelente de 
diuraphis noxia kurdj. (Hemiptera: Aphididae) En trigo por Mónica Ricci, el objetivo 
del trabajo fue evaluar la actividad repelente del aceite esencial de lemongrass 
(Cymbopogon citratus Stapf) sobre el pulgón ruso (Diuraphis noxia Kurdj.) en trigo 
(Triticum aestivum L.). El aceite esencial se formuló en solución acuosa 
empleando como emulsionantes propilenglicol al 5% y lecitina de soja al 0,5%. Las 
concentraciones evaluadas fueron 0,5; 1; 2; 3 y 4% y testigos en blanco, con cinco 
repeticiones por tratamiento. Se utilizaron dos técnicas de aplicación: 
impregnación de papeles y pulverización directa, cuando las plantas de trigo se 
encontraban al estado de dos hojas completamente desarrolladas. 
 
En México del 2005, Miguel Ángel Aguilar Méndez realizó una tesis sobre 
propiedades físicas y mecánicas de películas biodegradables y su empleo en el 
recubrimiento de frutos de aguacate, en la investigación se estudiaron las 
propiedades mecánicas (resistencia a la ruptura y deformación), de barrera a 
gases (coeficiente de difusión al vapor de agua y permeabilidad al dióxido de 
carbono) y térmicas (temperatura de difusión y difusividad térmica). De películas 
elaboradas a partir de mezclas de gelatina- almidón. Las propiedades de las 
películas dependieron de las concentraciones de almidón y glicerol, así como el 
pH. A través de la metodología de superficie de respuesta se interpretaron los 
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resultados de las variables dependientes. La resistencia a la ruptura aumento 
significativamente a medida que la concentración disminuyo. La película más 
resistente (32.6N) fue obtenida a pH 6.la concentración de  almidón y el pH fueron 
las variables que influyeron principalmente en la permeabilidad al dióxido de 
carbono. Para valuar su efecto como recubrimientos en la vida postcosecha de 
frutos de aguacate (variedad ―Hass‖). Los frutos recubiertos presentaron menor 
pérdida de peso, mayor firmeza y menores cambios en el color, con relación a los 
frutos de testigo. Además el patrón respiratorio climatérico, de los frutos 
recubiertos, fue retrasado por tres días. Por lo tanto, se puede concluir que los 
recubrimientos elaborados a partir de gelatina- almidón pueden ayudar a retrasar 
los procesos de maduración y prolongar la vida de anaquel de los frutos de 
aguacate. 
 
Se han aplicado recubrimientos comestibles a base de hidrocoloides, formulados a 
partir de porciones de metil celulosa y quitosano en fresones almacenados en 
refrigeración observándose una ralentización del metabolismo de las muestras 
recubiertas, inducida por la modificación de la atmosfera interna de las misma 
(Vargas, et al., 2006). 
 
Por otro lado Ribeiro et al., (2007), estudiaron la capacidad de recubrimientos a 
base de polisacáridos (almidón, carragenina y quitosano) para extender la vida de 
anaquel de frutos de fresa (Fragaria ananasa cv. Camarosa) y su posible 
aplicación industrial. La mínima perdida de firmeza fue obtenida en frutos 
recubiertos con carragenina adicionada con cloruro de calcio. 
 
En Mayo de 2007 se desarrolló una investigación sobre composición y capacidad 
antioxidante de especies aromáticas y medicinales con alto contenido de timol y 
carvacrol por Elena E. Stashenko, en donde se determinó la composición química 
de extractos de seis especies vegetales (tomillo, oréganos común, cimarrón, de 
castilla, rastrero y mejorana) Se evaluó la capacidad de atrapamiento del catión-
radical ABTS+. [Ácido 2,2´-azino-bis-(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfónico)] por los 
aceites esenciales. Según los resultados obtenidos de las especies se encontró 
que Orégano común presentó el más alto contenido de carvacrol (~54%); mientras 
que, el Tomillo presentó el mayor contenido de timol (34%). En cuanto a la 
capacidad antioxidante se destacan tres de ellos (Orégano común, Tomillo y 
Orégano de castilla) exhibieron capacidad antiradicalaria cercana al antioxidante 
BHT y uno (Orégano cimarrón) presentó mayor actividad que el BHT. Los aceites 
esenciales son potentes antioxidantes naturales, los cuales pueden ser usados en 
alimentos como posibles sustitutos de los antioxidantes sintéticos, pudiendo 
atrapar radicales libres y prevenir la oxidación. 
 
En Mayo de 2007 se realizó el estudio comparativo de la composición y actividad 
biológica de los aceites esenciales extraídos de lippia alba, lippia origanoides y 
phyla dulcis, especies de la familia verbenaceae  por Elena E. Stashenko, en 
donde se determinó por GC -MS la composición química de los aceites esenciales 
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de dos quimiotipos de Lippia alba, citral y carvona; Lippia origanoides y Phyla 
dulcis. Se evaluó la actividad antioxidante de cada uno de los aceites, como una 
medida de la capacidad antirradicalaria. Los resultados obtenidos permitieron 
establecer que el aceite de L. origanoides, fue la mezcla más promisoria dado que 
los  resultados de actividad inhibitoria en promastigotes de Leishmania chagasi 
demostraron la efectividad de los aceites de Lippia origanoides y Lippia alba, 
quimiotipo citral, mientras el aceite de L. alba, quimiotipo carvona, fue 
parcialmente activo, y la esencia de Phyla dulcis careció completamente de 
actividad. 
 
En junio de 2008 se realizó un estudio sobre la actividad antifúngica de aceites 
esenciales y sus compuestos sobre el crecimiento de fusarium sp. aislado de 
papaya (carica papaya) por Laura Leticia Barrera Necha, El efecto antifúngico de 
aceites esenciales y sus compuestos fue investigado en bioensayos de inhibición 
del crecimiento micelial de Fusarium sp. Durante ocho días de incubación se midió 
el diámetro de la colonia y se determinó la tasa de crecimiento micelial. En 
general, el mejor efecto antifúngico fue observado con el aceite de Thymus 
vulgaris, el cual presentó una total inhibición a 200, 250 y 300 µg/ml. Los aceites 
de Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum y Teloxys ambrosioides, 
exhibieron una inhibición del crecimiento micelial dependiente de la dosis al 
incrementarla de 100 a 300 µg/ml. Mientras que los aceites de Allium sativum, 
Citrus aurantifolia, Ruta chalepensis, Mentha piperita y Eucalyptus globulus no 
tuvieron actividad antifúngica en las diferentes concentraciones probadas. Todos 
los compuestos con excepción del cineol tuvieron un efecto fungicida o 
fungistático. 
 
En el año 2009 se realizó un trabajo de grado por  Gloria Vicuña Giraldo sobre el 
efecto antigenotoxico de los aceites esenciales de Lippia Organoides HBK, Del 
Timol y del Carvacrol contra el daño en el ADN inducido por bleomicina en el sos 
chromotest en donde se determinó que los compuestos mayoritarios de los aceites 
esenciales  de los dos especímenes lippia origanoides estudiados fueron Timol 
(58%) y timol(34%)/ carvacrol (26%) respectivamente, para comprobar o probar la 
antigenotoxicidad de este aceite se realizó por co-incubacion del aseite esencial, 
el mutageno y las células. Se observó que que los compuestos mayoritarios de los 
aceites  protegen a las células contra la genotoxicidad inducida por el bleomicina 
por los compuestos timol y carvacrol. 
 
En el 2009 se realizó la Evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos 
de la planta Lippia origanoides H.B.K. Cultivada en el departamento del Quindío 
por Julieth Henao, en el cual Se realizó el estudio fitoquímico preliminar de las 
hojas de Lippia origanoides H.B.K., llevado a cabo por varios métodos de 
extracción (percolación, soxhlet y lixiviación), utilizando solventes de diferentes 
polaridades como éter de petróleo, hexano, diclorometano y etanol. Se analizó el 
contenido de metabolitos secundarios, encontrando en los extractos polares 
flavonoides, taninos, glicósidos cardiotónicos, hidroquinonas y alcaloides, y en los 
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extractos apolares, carotenoides, glicósidos cardiotónicos y esteroles. La actividad 
antimicrobiana de los extractos polares y apolares se evaluó por el método de 
difusión en disco (Kirby–Bauer) modificado, utilizando bacterias Gram–negativas y 
Gram-positivas, hongos y levaduras, observando que los extractos apolares 
mostraron actividad de inhibición del crecimiento de los microorganismos 
evaluados, mientras que los extractos polares no mostraron actividad frente a los 
mismos microorganismos. 
 
En junio de 2010 se realizó un estudio en actividad antifúngica de fracciones 
extracto etanólico y hojas Lippia Origanoides HBK Frente Patógeno Fusarium 
oxysporum, por Taciana Oliveira de Sousa. Las plantas medicinales tienen en su 
composición, sustancias que pueden desempeñar un papel importante en las 
interacciones planta-patógeno, los mecanismos de defensa de la planta está 
activando o actúan como sustancias fungitóxicos, como los fungicidas sintéticos, 
convirtiéndose en una alternativa prometedora para controlar de las plantas (Faria 
et al., 2010) enfermedades. Los origanoides Lippia HBK (Verbenaceae) es un 
arbusto aromático o árbol pequeño (hasta 3 m de altura) nativa de América Central 
y el norte de Sudamérica de aceite esencial de las hojas tiene numerosas 
actividades biológicas y, recientemente, se determinó la actividad leishmanicida 
(Medeiros et al;. 2011). Es una abeja y conocido localmente como Planta de 
Rosemary-el-campo. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el extracto de EtOH 
y fracciones de las hojas de L.origanoides HBK como la actividad antifúngica 
contra el patógeno de la planta Fusarium oxysporum. 
 
En México del 2010, María Isabel Cuatzo Lozano realizó una tesis sobre el efecto 
de las condiciones de proceso en la conservación  de alimentos encapsulados por 
el método de gelificacion iónica. El objetivo del trabajo es establecer y evaluar las 
condiciones de proceso para obtener un alimento encapsulado en una matriz de 
alginato a través del método de gelificacion iónica de alginato, inicialmente se 
caracterizó la permeabilidad del alginato a formar encapsulados que contenían 
una solución isotónica, posteriormente se evaluó el efecto de la temperatura y el 
pH en la permeabilidad del encapsulado de alginato. Se realizaron 
determinaciones de absorción de calcio y observaciones microscópicas de los 
encapsulados para determinar el efecto de las condiciones de proceso sobre los 
encapsulados. De acuerdo a los resultados de difusión de solidos solubles se 
pudo obtener el polinomio del estudio de permeabilidad del alginato sometido a 
diferentes condiciones de elaboración, tales como pH y temperatura. Se 
elaboraron encapsulados con tre tipos de alimentos: cuitlacoche, durazno, y jugo 
uva-arándano y las variables de proceso que se estudiaron fueron: concentración 
de alginato (0.8, 1.0, 1.2%) y temperatura de proceso (25°C, 50°C y 75°C). 
Narváez et al., (2010), evaluaron la efectividad de tres RC a partir de mucílago de 
linaza (ML) (70, 80 y 100%),quitosano (1%), Tween80 (0.1%), Glicerol(0.3%) y 
ácido láctico (0.5%). al termino del estudio se registró que la evaluación global de 
las fresas recubiertas con A, B y C presentaron un menor daño en el IDC con 
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respecto a fresas testigo, en este estudio se logró un aumento significativo en la 
vida útil de fresas basado en los parámetros de color, textura y pérdida de peso. 
 
En mayo 2011 se realizó una caracterización del agente causante de la pudrición 
de raíces de la arveja (Pisum sativum Linneo), pudrición de raíces de la arveja 
(Pisum Sativum Linneo), Caldas (Colombia) como autor Luz Adriana Osorio 
Gutiérrez,  con el fin de determinar el agente causante de la enfermedad, 
sembraron trozos de tejido afectado en papa-dextrosa-agar, obteniéndose cultivos 
puros de un hongo, el cual se identificó comparando sus características micro y 
macroscópicas con claves taxonómicas especializadas. Posteriormente, se 
realizaron pruebas de patogenicidad en plántulas y semillas de arveja de la 
variedad Santa Isabel. Se identificó a Fusarium sp. Como agente causante de la 
enfermedad, encontrándose mayores similitudes con la especie F. oxysporum. Las 
pruebas de patogenicidad permitieron obtener una incidencia de la enfermedad del 
90%, cuando la inoculación del hongo se hizo a través de heridas a las raíces, y 
del 73%, inoculándolo directamente a las semillas. 
 
En este orden de ideas se realiza esta investigación para aplicar estos 
biopolímeros emulsificados a base de Carboximetil-celulosa (CMC), aceite 
esencial y alginato de sodio, con el fin de aplicarlo a las semillas de arveja  para 
disminuir la incidencia del fitopatógeno Fusarium oxysporum. 
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5. OBJETIVOS DEL PROYECTO 
 
 
5.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Formular un biofúngicida a partir de  una emulsión con aceite esencial de orégano 
silvestre (Lippia origanoides H.B.K) frente  al fitopatógeno Fusarium oxysporum f. 
sp. pisi causante de marchitez vascular de arveja (Pisum Sativum L.) 
 
 
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 
 

 Determinar la sensibilidad in vitro del fitopatógeno F. oxysporum al aceite 
esencial de orégano silvestre (L. origanoides).  

 Desarrollar un biopolímero emulsificado capaz de contener aceite esencial de 
L. origanoides H.B.K.  

 Evaluar un biofúngicida de L. origanoides para el manejo de F. oxysporum en 
arveja a nivel de invernadero. 
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6. METODOLOGÍA 
 
 
6.1 OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO SILVESTRE (LIPPIA 
ORIGANOIDES H.B.K). 
 

El material vegetal empleado en esta investigación fueron hojas secas de orégano 
silvestre (Lippia origanoides H.B.K) con el 3% de agua, obtenido de arbustos 
madurados de la zona del Alto Patía, vereda Alto de Mayo, municipio de 
Taminango (Nariño). 
 
 
Figura 2. Ubicación del Alto Patía. 

 
Fuente. Este estudio  

 

 

6.1.1 extracción del aceite esencial de orégano silvestre.  El aceite esencial 
fue extraído mediante la técnica de arrastre por vapor, según la metodología 
descrita por Bolaños y Villota (2010), usando vapor saturado a presión atmosférica 
bajo las siguientes condiciones de extracción: densidad del lecho (D.L.) de 
95,4g/L, presión de 1 psig y tiempo de extracción de 1 hora. SE Determinó el 
rendimiento de este con la siguiente formula: 
 

            
                             

                              
       Ecuación 1 
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6.2 AISLAMIENTO DEL FITOPATÓGENO FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. 
PISI. 
 
El aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp pisi, se realizó colectando plantas de 
arveja con síntomas de pudrición de raíces en lotes comerciales del municipio de 
Contadero (Nariño). Las muestras de material vegetal se guardaron en bolsas de 
plástico debidamente selladas y rotuladas; posteriormente se llevaron al 
laboratorio de sanidad vegetal de la Universidad de Nariño, donde se lavaron con 
agua corriente y se colocaron en cámara húmeda para promover esporulación del 
fitopatógeno. 
 
Siguiendo la metodología de Castaño et al. (1998), se sembraron segmentos de 
tejido afectados en cajas Petri con agar PDA (papa- dextrosa-agar 39 g/L de agua) 
en una cabina de flujo laminar BIOBASE/BBS-1300HGS y luego se introdujeron en 
una incubadora GEMMY (Convección forzada) a 26°C, hasta observar 
esporulación abundante en las cajas de Petri, posteriormente, se procedió a la 
identificación correcta del microorganismo asociado mediante claves taxonómicas 
especializadas de hongos (Booth, 1977; Barnett y Hunter, 1998; Castaño-Zapata y 
Salazar, 1998; Leslie y Summerell, 2006) y posteriormente se realizaron las 
pruebas de patógenicidad. 
 
 
6.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA DEL ACEITE ESENCIAL 
DE ORÉGANO SILVESTRE (LIPPIA ORIGANOIDES H.B.K). 
 

La evaluación de la actividad antifúngica del aceite esencial de orégano silvestre 
(Lippia origanoides H.B.K) se determinó mediante el crecimiento micelial in vitro 
del fitopatógeno F. oxysporum en medios de cultivo enmendados bajo 
concentraciones de 100,  200, 300, 400 y 500 µL.mL-1 emulsificando con tween 20 
en relación 1:1 para cada caso. Como comparador se utilizó un testigo absoluto 
(agua destilada) como se describe en la Tabla 4. 
 
 
Cuadro 4. Concentraciones de aceite esencial de orégano silvestre (L. 
origanoides) evaluadas sobre F. oxysporum f. sp pisi. 
 

 
 
 
 
 
 
 
                           Fuente. Esta investigación. 

Tratamiento Concentración A.E. (µL.mL-1) 

T1 0 

T2 100 

T3 200 

T4 300 

T5 400 

T6 500 
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En cada caja de Petri se un sembró discos de micelio del fitopatógeno 1,1 cm de 
diámetro obtenidos con un sacabocado a partir de aislamientos puros del 
fitopatógeno, este procedimiento se realizó en una cabina de flujo laminar 
BIOBASE/BBS-1300HGS, los aislamientos fueron sembrados 8 días antes del 
ensayo, el crecimiento micelial se registró y midió con el programa gráfico ImageJ 
(Rohlf, 2005), después de un período de incubación de 8 días a temperatura 
promedio de 22°C. 
 
Se determinó el porcentaje de crecimiento respecto al testigo absoluto sin 
enmendar, utilizando la relación (Riveros et al., 2003): 
 

PC=
           

    
       Ecuación 2 

 
Dónde: 
 
PC = Porcentaje de crecimiento 
 
DMCM = Diámetro medio de la colonia creciendo en tratamiento; 1,1 cm 
corresponde al diámetro del cilindro con micelio. 
 
DMCA = Diámetro medio de la colonia sin enmendar  
 
Se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), esta prueba se basa en la 
ausencia de crecimiento fúngico a una determinada concentración de aceite 
esencial; para ello se enfrenta diluciones seriadas de aceite esencial preparados 
en el medio de cultivo versus inóculos fúngicos. La menor concentración de la 
muestra (aceite esencial) que inhibe el crecimiento del microorganismo se conoce 
como Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) (Gamazo et al., 2005). 
 
 
6.3.1 Determinación de los Niveles de la Actividad Antifúngica sobre  los 
Aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp pisi en Aceite Esencial de 
Orégano Silvestre (Lippia origanoides H.B.K).  El comportamiento in vitro del 
fitopatógeno se determinó, con relación al crecimiento radial de las colonias de 
Fusarium oxysporum f. sp pisi a los diferentes tratamientos. 
 
Según Álvarez et al. (2010), a partir de la medida de clasificación de respuestas de 
aislamientos del fitopatógeno a productos biológicos a nivel de laboratorio se 
determinó la concentración efectiva media (EC50). 
 

 Sensibles (S): Menor del 10% del crecimiento del testigo 

 Intermedio (I): Entre 10 y 60% del crecimiento del testigo 

 Resistente (R): Mayor del 60% del crecimiento del testigo. 
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6.4 DISEÑO EXPERIMENTAL EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
ANTIFÚNGICA. 
 

El ensayo se dispondrá siguiendo un Diseño Completamente al Azar (D.I.A), 
utilizando cinco repeticiones por tratamiento, los datos obtenidos a través de la 
evaluación del porcentaje de crecimiento fueron normalizados con la relación 
arcosen(√x). Se realizó un análisis estadístico ANOVA y prueba de comparación 
de medias de Tukey al 95% de confianza mediante el software estadístico 
Statgraphics Centurion XVI.I. 
 

6.5 PREPARACIÓN DEL BIOPOLÍMERO EMULSIFICADO PARA EL 
BIOFÚNGICIDA. 
 

6.5.1 Evaluaciones Preliminares.  Se evaluaron diferentes formulaciones para el 
desarrollo de un recubrimiento polimérico capaz de contener el aceite esencial 
teniendo en cuenta la concentración mínima inhibitoria determinada en la etapa 
previa, para ello se estudiaron y evaluaron tres compuestos; lecitina de soya, 
goma arábiga y alginato de sodio ácido. 
 
Estos compuestos fueron sometidos a una evaluación preliminar donde se  estudió 
su capacidad para formar soluciones estables que contienen el agente bioactivo 
(Aceite esencial), para ello se realizó el siguiente procedimiento: 
 
 
6.5.2  Biopolímero emulsificado a base de Lecitina de Soya.  Siguiendo la 
metodología de  Moreno et al. (2001), se preparó el biopolímero de lecitina, donde 
se pesó  y mezclo cantidades determinadas de agua y de lecitina con unas 
proporciones 1:1, 1,5:1 y 2:1 (p/p). Por otra parte se mezcló la fase oleosa 
constituida por aceite de orégano (Lippia origanoides H.B.K) y Tween 20 para 
emulsificar la solución.  
 

6.5.3 Biopolímero emulsificado a base Goma arábiga.  De acuerdo la 
metodología de Ribeiro y Schubert (2003), se emulsificó el biopolímero, 
adicionando agua y proporciones de goma arábiga 1:1, 1,5:1 (p/p)  
simultáneamente se homogenizó durante 60 segundos y se adicionó la fase 
oleosa constituida por aceite de orégano (Lippia origanoides H.B.K). 
  
Las condiciones de mezcla para los biopolímero fueron con una agitación de 1600 
r.p.m. en una plancha de calentamiento a 70°C, agitador digital IKA CMAG HS7 y 
un homogenizador análogo D160 durante 2 minutos.  
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6.5.4 Biopolímero emulsificado a base de Alginato de sodio ácido. Según la 
metodología de Rhim (2004), se desarrolló un biopolímero emulsificado pesando 
1,5% de alginato de sodio y diluidos en 100 mL de agua destilada con agitación 
(1600 rpm), calentamiento (70°C),  por un tiempo de 30 minutos hasta obtener un 
biopolímero homogéneo y estable. 
 

 
6.5.5 Formulación del Biofúngicida.  Las formulaciones evaluadas se 
desarrollaron manteniendo constante la cantidad de alginato de sodio ácido (1,5 
%) y de glicerol (3 %) aditivo que actúa como plastificante. Con el fin de variar la 
tensoactividad de las formulaciones se adicionó Carboximetil-celulosa (CMC) en 
dos niveles (0,1% y 0,3 %), igualmente se evaluaron diferentes concentraciones 
de aceite esencial teniendo como base la concentración mínima inhibitoria CMI, 
obtenida en la primera etapa de la investigación. Las diferentes concentraciones 
de aceite esencial se mezclaron con Tween 20 en una proporción 1:2 las cuales 
se detallan en la Tabla 5. 
 
La preparación de los recubrimientos se realizó disolviendo alginato de sodio acido 
en agua destilada a 70 °C, esta mezcla se homogenizó durante 30 minutos, 
finalizado este tiempo se adicionó el glicerol y la mezcla aceite esencial y Tween 
20, agitando durante 5 minutos más, obteniendo una emulsión estable. 
 
 

Cuadro 5. Matriz experimental para las formulaciones del Biopolímero 
estudiado. 

 
Fuente. Este estudio  

 

Tratamientos 
Concentraciones de CMC 

(%) 
Concentraciones de 

AE (µL.mL-1) 

T1  

0,1  0 

0,1 200 

0,1 400 

0,1 600 

0,1 800 

0,1 1.000 

T2  

0,3 0 

0,3 200 

0,3 400 

0,3 600 

0,3 800 

0,3 1.000 
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6.6 EVALUACIÓN DE LOS BIOPOLÍMEROS FORMULADOS. 
 

La evaluación de las 12 formulaciones obtenidas se realizó mediante dos pruebas, 
la primera dirigida a evaluar la disminución en el porcentaje del halo de inhibición 
del fitopatógeno F. oxysporum, para ello se realizó una evaluación in vitro 
utilizando sensidiscos impregnados con las diferentes soluciones y la segunda 
prueba buscó determinar la existencia de algún tipo de incidencia y actividad 
biocida del biopolímero y/o sus componentes sobre la emergencia de las semillas 
de arveja. 
 
 
6.7 PREPARACIÓN DE SENSIDISCOS CON EL BIOPOLÍMERO 
EMULSIFICADO DE CARBOXIMETIL-CELULOSA, ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO SILVESTRE Y ALGINATO DE SODIO ÁCIDO. 
 

Para este ensayo se utilizó el método de difusión en agar con sensidiscos de 
diámetro 5mm obtenidos de papel filtro Whatman Nº1, los cuales fueron 
esterilizados en Autoclave (Tipo olla ALL AMERICAN 50X & 75X) y almacenado 
en un lugar apropiado. 
 
Una vez preparados los biopolimeros indicados en la Tabla 5, se sumergieron dos 
sensidiscos para ser impregnados con las soluciones para posteriormente ser 
dispuestos en los extremos de las caja de Petri,  luego se ubicó el hongo de 5,125 
cm de diámetro en el centro de la caja, las condiciones de crecimiento micelial 
fueron 39g/L de PDA, temperatura de 26°C por 15 días, transcurrido este tiempo 
se determinó el halo de inhibición micelial según la metodología de Chiriboga, 
(2009).     
 
 
6.8 DISEÑO EXPERIMENTAL DEL BIOPOLÍMERO EMULSIFICADO. 
 

Se utilizó un Diseño experimental Irrestrictamente al Azar (D.I.A) con arreglo 
factorial multinivel, donde el factor A: corresponde a las concentraciones de CMC 
(0,1 %CMC y 0,3 %CMC) y factor B las concentraciones del aceite esencial de 
orégano silvestre (200, 400, 600, 800 y 1.000 µL.mL-1) como se indica en la Tabla 
5 y se determinó como variables de respuesta la disminución del fitopatógeno. Se 
realizó un análisis estadístico ANOVA y prueba de comparación de medias de 
Tukey al 95% de confianza mediante el software estadístico Statgraphics 
Centurion XVI.I. 
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6.9 PRUEBA DE EMERGENCIA. 
 

La prueba de germinación estándar se realizó  aplicando la metodología de Acosta 
y Eraso (2012), la cual establece disponer las diferentes muestras sobre una toalla 
de papel absorbente, humedecida en la parte superior con agua, por un periodo de 
15 días a temperatura ambiente; para poder determinar el  efecto de las 
soluciones evaluadas sobre la emergencia de las semillas; el resultado  se 
expresó en porcentaje de emergencia usando la siguiente fórmula: 
 

                       
     

  
   Ecuación 3 

C= Numero de arvejas que germinaron. 
 
 
6.10 DISEÑO EXPERIMENTAL PARA LA PRUEBA DE EMERGENCIA. 
 
Para el anterior ensayo se dispuso de un diseño experimental Irrestrictamente al 
Azar (D.I.A) con arreglo factorial multinivel, donde el factor A: corresponde a las 
concentraciones de CMC (0,1 %CMC y 0,3 %CMC) y factor B las concentraciones 
del aceite esencial de orégano silvestre (200, 400, 600, 800 y 1.000 µL.mL-1) como 
se indica en la Tabla 5 y se determinó como variables de respuesta el porcentaje 
de emergencia. Se realizó un análisis estadístico ANOVA y prueba de 
comparación de medias de Tukey al 95% de confianza mediante el software 
estadístico Statgraphics Centurion XVI.I. 
 
 
6.11 EVALUACIÓN DEL BIOFÚNGICIDA EN INVERNADERO. 
 

6.11.1 Prueba de Invernadero.  El ensayo a nivel de invernadero se realizó en las 
instalaciones de la Universidad de Nariño, en este ensayo se priorizo los 
tratamientos que no incidieron en la emergencia de semillas de arveja 
impregnadas con el biofúngicida, posteriormente se dispusieron los tratamientos  
en suelo esterilizado en Autoclave (condiciones), se preparó el inoculó con el 
fitopatógeno F. oxysporum f. sp. pisi a una concentración de 1x105 conidias * mL-1 
la cual se adicionó a cada bolsa con suelo esterilizado (0,5 Kg suelo/bolsa), 
concluida esta etapa se sembró para cada tratamiento (ver Tabla 5.) 3 semillas de 
arveja impregnadas inicialmente con el biofungicida y dos testigos absolutos, el 
primero inoculado con el fitopatógeno y el segundo sin inoculación;  la unidad 
experimental para este ensayo fue de 12 repeticiones por tratamiento de acuerdo 
a lo establecido por Acosta y Eraso 2012.  
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 

7.1 OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE ORÉGANO SILVESTRE (LIPPIA 
ORIGANOIDES H.B.K). 
 

En esta investigación se utilizó aceite esencial de orégano silvestre por presentar 
un alto contenido de Timol (60,3%) y además porque tiene propiedades 
antifúngicas frente a fitopatógenos de origen saprofito como es F. oxysporum  
como lo reporta Arango et al. (2012). 
 
 
Cuadro 6. Condiciones de extracción del Aceite esencial de Lippia 
origanoides H.B.K mediante la técnica de arrastre por vapor. 
 

Densidad de 
lecho (g/L) 

Presión de Vapor 
(Psig) 

Tiempo (Horas) Rendimiento 
(%) 

95,4 1 1 3,4 
  Fuente. Este estudio  

 
La extracción se realizó mediante la metodología propuesta por Bolaños y Villota 
(2010), en las instalaciones de la Planta Piloto de la Universidad de Nariño, 
utilizando el equipo de arrastre por vapor con las condiciones de la Tabla 6, donde 
se sometieron 7 kilos de hojas secas de orégano silvestre con el 3% de agua y se 
obtuvo un volumen de 75 mL de aceite esencial de Lippia origanoides, para un 
total de 14 extracciones obteniendo ± 1 Litro de aceite esencial con un rendimiento 
promedio de 3,4% como se observa en la Figura 8. 
 
Los resultados obtenidos muestran valores acordes a los reportados por otros 
autores. Padulosi, (1996) y Bolaños y Villota, (2010) obtuvieron un rendimiento del 
2% por la técnica de arrastre de vapor. En el estudio realizado por Dos Santos et 
al. (2004) obtuvieron un rendimiento de 4,6% (p/p) de L. origanoides en tres 
localidades del Brasil.  Sánchez, (2006) obtuvo rendimientos del 3,55% por 
arrastre de vapor. En otra especie del mismo género Lippia se encontraron 
rendimientos del 4,3% (Rocha et al., 2007), mientras que Lee et al. (2009) 
obtuvieron rendimientos del 2,5%. En la investigación por Escobar et al. (2010) en 
L. origanoides colectada del Cauca, Mercaderes obtuvieron un rendimiento del 
2%. Igualmente en otros quimiotipos de L. origanoides reportadas por Stashenko 
et al. (2010) a una altura de 850 m.s.n.m, se encontraron rendimientos entre 2,4 - 
3,1 %, los cuales varían según donde se cultivan. Arango et al. (2012) obtuvieron 
un rendimiento de 2,76 a 3,5% por el método de arrastre de vapor. Por el método 
de hidrodestilación se realizaron los siguientes estudios con Kulisic, et al. (2004) 
evaluaron un aceite de orégano obtenido mediante hidrodestilación reportando un 
rendimiento del 2,9%. Acevedo et al. (2009) obtuvieron un rendimiento mucho bajo 
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2,3% por el método de hidrodestilación asistida por radiación de microondas y un 
estudio con las dos técnica lo realizó Luque de Castro et al. (2006) obtuvieron 
rendimientos de 2,88% y 3% usando las técnicas de arrastre de vapor e 
hidrodestilación respectivamente. 
 
 
Figura 3. Extracción de Aceite Esencial de Orégano Silvestre. 
 

A B C D 

  
  

Planta de orégano 
silvestre. 

Hojas de orégano 
silvestre secas 

Hojas en el equipo de 
arrastre por vapor. 

Aceite esencial de 
Orégano silvestre. 

Fuente. Este estudio  

  
 
7.1.1 Aislamiento del fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp pisi.  Se realizó 
teniendo en cuenta la metodología descrita por Castaño et al. (1998), para ello se 
sembró segmentos de tejido afectados en cajas Petri con agar PDA (papa- 
dextrosa-agar 39 g/L de agua) y se las dejo en la cámara de aislamiento del 
Laboratorio de Conservación y Calidad de Alimentos, para luego colocarlas en  
una incubadora GEMMY (Convección forzada) a 26°C, hasta observar 
esporulación abundante para luego ser purificado el hongo y poder proceder a la 
identificación correcta del fitopatógeno. 
 
La identificación del hongo se realizó teniendo en cuenta microconidias, 
macroconidias, clamidoesporas y estructura de este según la metodología de 
Leslie y Summerell, (2006). Se obtuvo consistentemente un aislamiento fúngico 
con un crecimiento algodonoso inicialmente blanco, que con el transcurso de los 
días se empezó a tornar púrpura en la zona de mayor esporulación del hongo. Se 
logró observar conidias hialinas, principalmente de dos tipos, microconidias en 
forma oval o cilíndrica (Figura 4, B) y macroconidias fusiformes con o sin septos 
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(Figura 4, A), también se observaron clamidosporas globosas intercalares o 
terminales, solas o en pares (Figura 4, C), y una estructura en forma de un árbol 
ramificado, características propias del fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. pisi, 
(Figura 4, D) que coincide con los resultados que obtuvó Booth, (1977); Burgess et 
al. (1994); Barnett y Hunter, (1998); Castaño-Zapata y Salazar, (1998); Leslie y 
Summerell, (2006) y Osorio-Gutiérrez y Castaño-Zapata, (2011).  
 
 
Figura 4. Características microscópicas del fitopatógeno Fusarium 
oxysporum f. sp pisi.  
 

A B C D 

    

Macroconidias 
alargadas con septas. 

Microconidias 
cilíndricas. 

Clamidoesporas 
globosas intercalares. 

Estructura del 
Fitopatógeno. 

Fuente. Este estudio  

 
 
7.2 LA SENSIBILIDAD DEL FITOPATÓGENO FUSARIUM OXYSPORUM F. SP 
PISI. 
 

7.2.1 Crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. sp pisi.  Para determinar 
el efecto biócida del aceite esencial de L. origanoides sobre el fitopatógeno F. 
oxysporum, se estableció el siguiente rango de evaluación de 100, 200, 300, 400 y 
500 µL.mL-1, obteniendo diferencia altamente significativa entre las 
concentraciones evaluadas generándose un P de 0,0001. 
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Cuadro 7. ANOVA para determinar el Crecimiento micelial F. oxysporum f. 
sp. pisi  frente aceite esencial de Lippia origanoides H.B.K.  
 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 60,504 5 12,1008 766682,05 0,0001 

Intra grupos 0,0003788 24 0,000015783   

Total (Corr.) 60,5044 29    
Fuente. Este estudio  

 
La Tabla ANOVA descompone la varianza del valor normalizado del porcentaje de 
crecimiento micelial del fitopatógeno F. oxysporum en dos componentes: un 
componente entre grupos  donde indica un P= 0,0001 y un componente dentro de 
grupos.  La razón-F para este caso es igual a 766682,05 lo que indica que el 
cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos lo que 
significa que hay diferencia significativa entre los grupos.  Puesto que el valor-P de 
la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadísticamente significativa 
entre la media del valor normalizado del porcentaje  de crecimiento del 
fitopatógeno, teniendo en cuenta un nivel de la concentración del aceite esencial 
(µL.mL-1), además se presenta con un nivel del 95,0% de confianza.   
 
 
Cuadro 8. Pruebas de Múltiple Rangos para el valor normalizado del 
porcentaje de crecimiento micelial y las concentración de aceite esencial 
(µL.mL-1). 
 

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos 

500 µL.mL-1 5 1,9092 X 

400 µL.mL-1 5 1,9262   X 

300 µL.mL-1 5 1,9286   X 

200 µL.mL-1 5 4,4886     X 

100 µL.mL-1 5 4,533       X 

0     µL.mL-1 5 5,1702         X 
Fuente. Este estudio  

 
Esta Tabla 8 los grupos homogéneos el análisis estadístico de la adición de aceite 
esencial de orégano silvestre en el medio nutritivo genero una respuesta negativa 
en el crecimiento micelial del fitopatógeno a partir de la concentración de 100 
µL.mL-1 se obtiene diferencias estadísticas en relación al testigo absoluto. 
También se determinó que tan solo las concentraciones de 300 y 400 µL.mL-1 de 
aceite esencial fueron iguales estadísticamente en relación a la variable de 
crecimiento, en donde los resultados indican un efecto fungistático del aceite 
esencial sobre F. oxysporum. Y que en los demás tratamientos se muestra 
diferencias estadísticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.  El 
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el 
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procedimiento de diferencia mínima significativa por la prueba de Tukey donde con 
este método hay un riesgo del 5,0% al decir la diferencia real es igual a 0%.   
 
 
Gráfica 1. El porcentaje normalizado de crecimiento micelial fitopatógeno 
Fusarium oxysporum f. sp  pisi frente al aceite esencial de orégano silvestre 
(L. origanoides). 

 
 
Fuente. Este estudio  

 
Se determinó que las relaciones superiores del aceite esencial de orégano 
silvestre en los tratamientos T4, T5 y T6 (300, 400 y 500 µL.mL-1) bajaron 
significativamente la velocidad de crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. 
sp. pisi a nivel in vitro según la metodología propuesta inicialmente, por el 
contrario los tratamientos T2 y T3 (100 y 200 µL.mL-1) donde se presentó 
crecimiento micelial, reportado a las 192 horas de evaluación un crecimiento en el 
diámetro micelial de 6,245 y 6.122 cm en los tratamientos T2 y T3 
respectivamente, en relación a 8,121 cm del comparador absoluto T1 (0 µL.mL-1) 
como se observa en la Gráfica 1. 
 
La Gráfica 1 nos muestra que a mayor concentración de aceite esencial de 
orégano silvestre el crecimiento micelial del fitopatógeno es menor, esto se debe 
al contenido de Timol de L. origanoides que es alto, presentando una actividad 
antifúngica sobre el fitopatógeno F. oxysporum f. sp. pisi y así evitando que su 
crecimiento se incremente. Se realizó una comparación del hongo que contiene 
aceite esencial y el testigo donde se presentó diferencia en la macro-morfología de 
la colonia que contiene aceite esencial, disminuyendo las coloraciones rojizas que 
se observa en una caja sin aplicación de aceite esencial con el testigo absoluto 
como se observa en la Figura 5,A.  
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Figura 5. Comparación del crecimiento del Fitopatógeno en caja Petri. 
 

A B 

  

Testigo 100 µl.ml-1 

Fuente. Este estudio  

 
El mecanismo de acción de los aceites esenciales sobre hongos se ha 
demostrado que los géneros Origanum (orégano), Thymusvulgaris (tomillo) y 
Cinnamomumverum (canela), entre otros, tienen propiedades antioxidantes, 
antibacteriales y antifúngicas relacionadas con los compuestos fenólicos, carvacrol 
y el timol que pueden ser utilizados bajo ciertas condiciones como fungicidas y 
bactericidas para evitar el crecimiento de micelial de fitopatógenos (Aballa y 
Rosen, 2001). 
 
El crecimiento micelial del fitopatógeno in vitro con el aceite esencial de orégano 
silvestre se puede realizar una explicación del carácter acido que afecta la 
permeabilidad de la membrana celular donde el contenido de Timol (60,3%) causa 
problemas en el intercambio de iones calcio, fosforo y magnesio (Fernández y 
Vega, 2001). 
 
Según Márquez et al. (2007) el porcentaje de inhibición debe ser mayor al 20 % 
para demostrar que se detiene el crecimiento de los hongos, para esta 
investigación se presenta un porcentaje de inhibición de F. oxysporum f. sp. pisi  
que fue evaluado durante 192 horas, presentan un porcentaje de inhibición 
superior al 20% a un desde la concentración de 100 µL.mL-1, para  los 
tratamientos T2 y T3 la inhibición es de 37,54% y 38,76% respectivamente, 
resultados no tan pronunciados como los encontrados en los tratamientos T4, T5 y 
T6 donde la inhibición es de 88,67%, 100% y 100% respectivamente, estos 
porcentajes corresponden a niveles de inhibición altos en comparación con lo que 
reporta Márquez et al. (2007). Estos resultados demuestran que el aceite esencial 
de L. origanoides H.B.K tiene propiedades antifúngicas que evitan que este 
fitopatógeno pueda desarrollarse normalmente como se describe en la Tabla 9. 
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Cuadro 9. Porcentaje de inhibición a nivel in vitro del fitopatógeno F. 
oxysporum f. sp. pisi  frente aceite esencial de Lippia origanoides H.B.K. 
 

Concentración del AE ( µL.mL-1) Halo de inhibición (192 horas) 

100 37,54 

200 38,76 

300 88,67 

400 100 

500 100 
Fuente. Este estudio  

 
Según lo anterior se concluye que se logró establecer el valor de uno o más 
factores a una constante, estableciendo los límites alto y bajo en ese valor. Según 
la metodología de Gamazo (2005) se determinó la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) es 400 µL.mL-1 como el valor donde se inhibe al fitopatógeno en 
un periodo de 192 horas. 
 
Para determinar la actividad antifúngica  a nivel in vitro teniendo en cuenta la 
metodología de Álvarez et al. (2010) se cataloga el crecimiento del hongo teniendo 
en cuenta el siguiente esquema. 
 

 Sensibles (S): Menor del 10% del crecimiento del testigo 

 Intermedio (I): Entre 10 y 60% del crecimiento del testigo 

 Resistente (R):       Mayor del 60% del crecimiento del testigo. 
 
 
Cuadro 10. Determinación de los niveles de la actividad antifúngica sobre  
los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp pisi con el  aceite esencial de 
orégano silvestre 
 

Tratamientos 
Concentración AE 

(µL.mL-1) 

Porcentaje de crecimiento 
(%) 

Características 

100 62,46 Resistente 

200 61,24 Resistente 

300 11,33 Intermedio 

400 0 Sensible  

500 0 Sensible 
Fuente. Este estudio  

 
En la Tabla 10 se determinó que los tratamiento T2 y T3 tiene una respuesta de 
resistente, presentando un porcentaje mayor al 60% de lo cual se deduce que el 
aceite esencial  incide sobre el crecimiento micelial del fitopatógeno y el 
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tratamiento de 300 µL.mL-1 presentó una respuesta de intermedio y las 
concentraciones más elevadas de aceite esencial de 400 µL.mL-1 y 500 µL.mL-1 

obtuvieron una respuesta de sensible donde se ratifica el efecto biocida del aceite 
esencial. 
 
Estos resultados son comparables con los obtenidos con aceite esencial de 
Tomillo donde Barrera y Garcia, (2008) y Balanta et al. (2013) evaluaron los 
compuestos carvacrol, timol y aldehído cinámico a concentraciones entre 200 y 
300 µL.mLl-1 contra el crecimiento de Fusarium sp, en papaya y como resultado se 
presentó una total inhibición del crecimiento micelial de Fusarium sp., observando 
una correlación entre la actividad antifúngica del aceite esencial de tomillo y sus 
constituyentes; en otra investigación realizada por Cueto, (2010) determino la 
concentración mínima inhibitoria fue de 250 a 500 µ L.mL-1 utilizando aceite 
esencial de Lippia berlandieri Schauer para controlar a Fusarium oxysporum  que 
ataca los cultivos de tomate. 
 
Después de analizar el comportamiento del crecimiento del fitopatógeno F. 
oxysporum f. sp pisi con la Técnica de Dilución en Agar, expresado como el 
crecimiento micelial de la Fase anterior. Se procedió a explorar un nuevo rango de 
evaluación y con una técnica in vitro diferente a la fase anterior, y la evaluación fue 
con la Técnica de Difusión en Agar utilizando sensidiscos con las siguientes 
concentraciones de aceite esencial de orégano silvestre 200, 400, 600, 800 y 
1.000 µL.mL-1, constituyendo unos biopolímeros emulsificados capaces de 
contener al aceite esencial, con el fin de generar un biofúngicida que pueda 
aplicarse sobre la semilla de arveja a manera de capa protectora frente al 
fitopatógeno presente en el suelo. 
 
 
7.3 DESARROLLO DE UN BIOPOLÍMERO EMULSIFICADO CAPAZ DE 
CONTENER ACEITE ESENCIAL DE L. ORIGANOIDES COMO BIOFUNGICIDA. 
 
Tras la serie de pruebas mencionadas se determinó que las soluciones obtenidas   
de lecitina de soya y goma arábiga presentaron fenómenos de sedimentación y 
separación de fases, floculación y coalescencia de las partículas, además a pesar 
del uso del homogeneizador no se logró estabilidad y por consiguiente se descartó 
estas soluciones. Por lo tanto, se continuo trabajando con alginato de sodio acido, 
compuesto hidrocoloide cuyas propiedades formaron una solución homogénea, sin 
embargo fue necesario incrementar la viscosidad del fluido para mejorar la 
adhesión al grano, para ello se utilizó carboximetil-celulosa (CMC), el cual actuó 
como espesante generándole mayor consistencia a la solución, aumentando su 
tensoactividad y la capacidad para contener el aceite esencial de orégano 
silvestre. 
 
Una vez determinado el valor de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 
calculado en el numeral 8.2 que tuvo un valor de 400 µL.mL-1 se procedió a 
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preparar un biopolímero emulsificado con capacidad de contener a este 
compuesto biactivo. El biopolímero se preparó teniendo como base de alginato de 
sodio ácido y carboximetil-celulosa (CMC) con el objetivo de que la emulsión del 
biopolímero tenga propiedades de adhesión cumpliendo con criterios de 
estabilidad molecular y física como se observa en la Figura 6. 
 
Se caracterizó la solución biopolimerica que se obtuvo de hidrató como solución 
acuosa con funcionalidad de retención. Estas soluciones acuosas a base de 
alginato de sodio ácido y carboximetil-celulosa (CMC) son fluidos no-newtonianos 
o pseudoplasticos con un valor de viscosidad de 12,80 centipoises (cP) y con una 
densidad de 1,012 g/mL. La viscosidad de las soluciones acuosas depende de la 
concentración de alginato de sodio ácido, CMC y la longitud de las cadenas del 
que conforman al alginato. Al disolver el alginato en agua, las moléculas se 
hidratan y la solución gana viscosidad como se observa en la Figura 6. 
Presentando resultados similares fueron citados por Figueroa et al. (2011). 
 
 
Figura 6. Preparación del biopolímero emulsificado a base de Alginato de 
sodio ácido, CMC y aceite esencial de orégano silvestre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente. Este estudio  

 
 
El porcentaje de inhibición debe ser mayor al 20 % para evidenciar que se detiene 
el crecimiento de los hongos, para esta fase se presentó un porcentaje del halo de 
inhibición micelial de F. oxysporum f. sp. pisi  evaluado a las 192 horas, que fue 
tratados con los tratamientos 1 y 2% CMC con el Biofúngicida dando como 
resultado que para T1 y T2 con 0 µL.mL-1 es 0,39% y 0,4 % respectivamente 
donde no hay inhibición por ser menor al 20%, para  el tratamiento T2 – T6 con 
200 µL.mL-1 el porcentaje de inhibición es de 30,024 Y 38,857% respectivamente 
lo que indica que la inhibición del fitopatógeno se presenta pero es baja en 
comparación con los resultados de los siguientes tratamientos y con las 
concentraciones superiores de aceite esencial de orégano silvestre de T3, T4, T5 
y T6 con 400, 600, 800 y 1.000 µL.mL-1 la inhibición es de 34,559, 37, 867. 41,579 
y 46,78% respectivamente lo que quiere decir que es  inferior  en comparación con 



62 

el tratamiento TT7, T8, T9 y T10 con 400, 600, 800 y 1.000 µL.mL-1 donde la 
inhibición es de 94,076, 100, 100 y 100% respectivamente, ya que los porcentajes 
de inhibición son muy altos en comparación con lo que reporta Márquez et al. 
(2007), de lo cual se afirma que el Biofúngicida a base de aceite esencial Lippia 
origanoides H.B.K, alginato de sodio ácido y Carboximetil-celulosa (CMC) tiene 
propiedades antifúngicas que evitan que este fitopatógeno pueda desarrollarse 
como se muestra en la Tabla 12. 
 
 
Cuadro 11. Porcentaje de inhibición a nivel in vitro del fitopatógeno F. 
oxysporum f. sp. pisi  frente al Biofúngicida. 

Fuente. Este estudio  

 
La prueba de sensidiscos determino que la interacción de Carboximetil-celulosa 
(CMC) y la proporción de aceite esencial correspondiente a los tratamientos T8 – 
T10 los cuales presentaron una proporción de aceite esencial de 600, 800 y 1.000 
µL.mL-1 manteniendo una matriz con la adición de 0,3 % de CMC presentaron un 
halo de inhibición del 100%, en estos tratamientos el fitopatógeno presentó una 
distancia promedio entre el sensidisco y el micelio próximo de 0,534 cm; el 
tratamiento 7 (T7) el cual presentó una concentración de 400 µL.mL-1 de aceite 
esencial con una concentración mínima inhibitoria del anterior ensayo presento un 
comportamiento aceptable con un porcentaje de halo de inhibición del 97,0757%; 
de manera general los tratamientos T1 – T5 los cuales mostraron el factor como 
0,1 %CMC indicaron halos de inhibición inferiores a los obtenidos en los 
tratamientos T6 – T10. Los datos anteriores se describen en la Tabla 11. 
 
El biopolímero emulsificado más estable se sometió a una evaluación in vitro con 
la técnica de difusión en agar con dos sensidiscos por caja. Esto se realizó con el 
fin de corroborar la concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite esencial 
obtenido en el numeral 8.2, los resultados obtenidos se describen en la Tabla 12, 

Tratamientos Concentración 
de CMC 

Concentración 
de AE ( µL.mL-1) 

Halo de Inhibición           
(192 horas) 

T1 0,1 200 30,0243 

T2 0,1 400 34,5586 

T3 0,1 600 37,8671 

T4 0,1 800 41,5786 

T5 0,1 1.000 46,78 

T6 0,3 200 38,8571 

T7 0,3 400 97,0757 

T8 0,3 600 100 

T9 0,3 800 100 

T10 0,3 1.000 100 
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pero se determinó si existe diferencia significativa entre los datos generados en 
esta investigación. 
 
Cuadro 12.  Análisis de Varianza del halo de inhibición micelial del 
fitopatógeno frente al Biopolímero emulsificado.  
 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-
F 

Valor-P 

A:Concentración de CMC 78,3689 1 78,3689 143,04 0,0001 

B:Concentración de AE 69,41 1 69,41 126,68 0,0001 

AB 20,5582 1 20,5582 37,52 0,0001 

Bloques 0,0001927 5 0,000038558 0,00 1,0000 

Error total 34,5174 63 0,547895   

Total (corr.) 202,855 71    
Fuente. Este estudio  
 

 

R-cuadrada = 82,9842 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 80,8234 porciento 
 
Fuente. Esta investigación. 
 
También se determinó  que los dos factores A y B, así como su interacción (AB) 
presenta un efecto estadísticamente significativo frente a la variable de respuesta 
crecimiento micelial del fitopatógeno F. oxysporum f. sp. pisi. 
 
Gráfica 2. Diagrama de Pareto del Biopolímero emulsificado para disminuir el 
halo de inhibición micelial del Fitopatógeno. 
 

 
Fuente. Este estudio  

 
Los resultados observados en la Tabla ANOVA son reiterados a través del 
Diagrama de Pareto (Gráfica 2) que indica el efecto inversamente proporcional 
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que los dos factores en estudio ejercen sobre el crecimiento del fitopatógeno, un 
efecto similar se presenta con la interacción que se genera entre factores (AB). 
Estos resultados se atribuyen al efecto antifúngico del A.E, efecto que aumenta 
con su concentración, así mismo la capacidad del CMC de brindarle cohesión 
molecular al biofúngicida formulado se ve reflejado en los resultados obtenidos en 
la Gráfica 2, puesto que a mayores cantidades porcentuales de CMC se logra 
preservar los compuestos activos del A.E en la matriz polimérica, todo ello 
reflejado en el descenso significativo del crecimiento micelial del fitopatógeno. 
 
 
Gráfica  3. Superficie de Respuesta para los Tratamientos 1 y 2 a nivel in 
vitro a base de CMC, Alginato de sodio y a diferentes concentraciones de 
Aceite esencial de Orégano silvestre con Sensidiscos. 

 
Fuente. Este estudio  

 
Los resultados obtenidos en el análisis de superficie de respuesta presentan una 
tendencia en la cual las concentraciones más altas de aceite esencial sumadas a 
concentraciones altas de Carboximetil-celulosa se obtuvieron los resultados más 
bajos en relación al halo de inhibición micelial, con la técnica de sensidiscos 
confirmando el potencial biocida del biopolímero emulsificado con aceite esencial 
el cual a través de estos resultados se puede denominar a biofungicida activo 
sobre Fusarium oxysporum como se observa en la Gráfica 3, posiblemente 
pueden ser explicados por la mayor retención y cohesión molecular de la matriz 
que alberga al aceite esencial teniendo en cuenta el contenido de Carboximetil- 
celulosa 
 
En el 2013 se realizó un estudio sobre la Influencia de la concentración de la fase 
de aceite sobre la distribución del tamaño de gota y la estabilidad de emulsiones 
de aceite-en-agua, por Dapcevic Hadnadev con el objetivo de este estudio fue 
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investigar el efecto de la concentración de la fase de aceite, en diferentes 
condiciones de emulsificación relativa al tiempo de homogeneización y contenido 
de emulsionante, en la distribución y la estabilidad de maíz emulsiones aceite-en-
agua tamaño de las gotas. Las emulsiones se prepararon con 3, 5, 10, y 20% w / 
w oleato de trietanolamina (calculado sobre la cantidad de aceite), 0,53% w / w 
carboximetilcelulosa (calculado sobre la cantidad de agua), y 5, 10, 20, 30, o 40% 
w / w de aceite, y se homogeneizaron 5, 10, 20, y 60 min. Se encontró que el 
aumento de concentración de la fase de aceite condujo a la reducción del área 
superficial específica y aumentar en polidispersidad de emulsión a menor 
concentración de emulsionante y menos intensa homogeneización. A 
concentraciones de emulsionantes ≤10% y rangos de tiempo de homogeneización 
de 20-60min la variación no monótona en los parámetros de tamaños de gota con 
la concentración de aceite se observó, como resultado de la interacción entre 
oleato de trietanolamina y carboximetilcelulosa, que se confirmó por mediciones 
de la viscosidad.  Aplicaciones prácticas: Las emulsiones son sistemas coloidales 
que pueden encontrarse en diferentes sectores industriales, tales como alimentos, 
productos farmacéuticos, cosméticos, industria petrolera, etc Determinación del 
tamaño de las gotas de la emulsión es probablemente la forma más importante de 
su caracterización, ya que influye en la propiedades de emulsión tales como 
reología, textura, estabilidad de caducidad, apariencia, sabor (Dapcevic et al., 
2013). 
 
Estudios científicos en la utilización de CMC reportan que  La modificación 
química en medios de reacción H2O / DMF con y sin K2CO3 como catalizador, en 
diferentes condiciones de reacción y el uso de radiación de microondas con 
potencia controlada como fuente de calentamiento. Los derivados obtenidos 
carboximetilcelulosa hidrofóbicamente modificado (HM-CMC) se caracterizaron 
por espectroscopía FT-IR. Las propiedades de superficie activa y viscosimétricas 
de disoluciones acuosas de CMC no modificada y sus derivados HM-CMC fueron 
investigados. Las propiedades de superficie activa se estudiaron por la tensión 
superficial, la concentración micelar crítica y la eficiencia emulsionante. La 
complejación de CMC o algunos derivados de HM-CMC con tensioactivos 
catiónicos - bromuros de tetraalquilamonio (CnTAB) en medio acuoso se estudió 
mediante la medición de la tensión superficial. Los derivados estudiados 
mostraron, a pesar de los efectos de tensión-reducción moderada de la superficie, 
excelente actividad emulsionante para "aceite en agua" emulsiones de tipo 
comparable a la del emulsionante Tween comercial 20. Las propiedades 
viscométricas fueron investigados en el dominio diluido. Para todas las soluciones 
HM-CMC las viscosidades intrínsecas eran claramente inferiores a los de CMC, 
probablemente debido a la degradación molecular. El aumento de la constante de 
Huggins de algunos de los derivados son indicativos de interacciones hidrófobas 
intramoleculares. Los resultados sugieren que los derivados de HM-CMC y sus 
complejos con tensioactivos CnTAB pueden ser explotados como potenciales 
biosurfactantes en diversas aplicaciones industriales (Tomanova et al., 2008). 
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Además los resultados obtenidos en esta prueba a través de la metodología de 
difusión en agar no pueden ser comparables sino rectificables de los obtenidos en 
la evaluación mediante la técnica de dilución en agar, esta prueba solamente 
indica la actividad del biofúngicida y sentó las bases para extrapolación de la 
matriz funcional en las pruebas en invernadero. La evaluación de la eficacia del 
biofúngicida en campo tiene muchas interferencias y resulta más compleja; al 
realizar la evaluación in vitro siempre dirige hacia que el producto sea más eficaz. 
Sin embargo, los ensayos in vitro solo dan una estimación indirecta del valor de la 
concentración mínima inhibitoria que para esta investigación fue de 400 µl.ml-1; por 
lo tanto, se tuvo que incrementar las concentraciones de aceite esencial por 
motivo de que las condiciones en un laboratorio son diferentes a las de un 
invernadero, debido a que en el laboratorio las condiciones son controladas y en el 
invernadero se presentan factores como la degradabilidad, persistencia, etc; que 
influyen sobre el crecimiento del fitopatógeno.  
 
Se ha demostrado que en otros estudios la actividad antifúngica para especies del 
género Lippia, contiene alto porcentaje en compuestos fenólicos como Timol y 
Carvacrol, como en los siguientes casos: Lippia sidoies y Lippia gracilis (Lemos et 
al., 1990), Lippia graveolens (Salgueiro et al., 2003), Lippia chevalieri  y Lippia 
multiflora (Bassole et al., 2003) y Lippia origanoides (Dos Santos et al., 2004); en 
esta investigación se encontró resultados similares en cuanto a Lippia origanoides 
H.B.K que por sus propiedades antifúngicas inhibió al fitopatógeno Fusarium 
oxysporum f. sp. pisi a los compuestos fenólicos de Timol (60,3%) y Carvacrol 
(38,6%). 
 
Otros estudios realizados demuestran que el aceite esencial de L. origanoides es 
un importante agente inhibidor del crecimiento de diferentes fitopatógenos, entre 
ellos se puede destacar; la investigación realizada por Rodríguez y Zanabria, 
(2005) donde se evaluó el efecto de tres extractos de plantas silvestres entre los 
que se encuentran el extracto de L. origanoides contra Rhizoctonia solani y 
Bipolarois maydis  causantes de la marcha sureña del maíz, donde los resultados 
obtenidos muestran que L. origanoides fue efectivo contra los dos hongos en una 
concentración de 1,5% (v/v) o 14319 µL.mL-1, causando una inhibición total de los 
patógenos y a una concentración de 0,5% (v/v) o 4773 µL.mL-1 donde la reducción 
fue del 70 y 84% en R. Solani y B. maydis respectivamente. Bolívar et al., (2009) 
desarrollo una investigación para detrminar el potencial efecto fungicida de Lippia 
origanoides en el desarrollo in vitro del hongo Colletotrichum gloeosporioides 
(Penz.) Penz. & Sacc. y de la antracnosis en frutos de mango en la cual se obtuvo 
un crecimiento menor del patógeno a una concentración del aceite esencial de 50 
µl.ml-1. Otra investigación es la que realizó Santacruz y Pantoja, (2011) donde 
evaluaron muestras de aceite esencial de L. origanoides para usar como 
controlador potencial contra el patógeno Phytophthora infestans  causante de la 
enfermedad del Tizón tardió o gota donde a las 10 µL.mL-1 presento un porcentaje 
de inhibición del 41,6% en el desarrollo del patógeno y a partir de una 
concentración de 150 µl.ml-1 se inhibió completamente el crecimiento de este. En 
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otra investigación que realizó Guerrero, (2012) sobre el cultivo de ají cayena, a 
este cultivo lo atacan una serie de enfermedades limitantes como marchitez 
causada por agente Fusarium sp., y Antracnosis causada por Colletotrichum sp., 
Por esta razón se busca el control de estas dos enfermedades con Lippia 
origanoides  donde la CMI es de 473.5 µL.mL-1 para controlar Fusarium sp y para 
Colletotrichum sp es de 236.75 µL.mL-1. Otra investigación es la que realizo Ruano 
y Figueroa, (2013) donde se determinó la CMI para el patógeno R. solani aislado 
de la papa causante de la costra negra que fue de 110 µL.mL-1 donde inhibe el 
crecimiento completamente lo que indica que este también es sensible a la 
presencia de los compuestos de L. origanoides. Además esta diferencia se le 
puede atribuir a que los compuestos fenólicos a los cuáles se les atribuye la 
actividad antifúngica no estén en la misma proporción dado por Rodríguez et al., 
(2007).  
 
7.4 PRUEBA DE EMERGENCIA DE LAS SEMILLAS DE ARVEJA. 
 

Figura 7. Prueba de Emergencia Estándar 
 

 B C 

   

Semillas al inicio. Semillas a los 8 días. Semillas a los 15 días 
Fuente. Este estudio  
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Cuadro 13. Análisis de Emergencia de las semillas de arveja impregnadas 
con el biopolímero. 
 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-
F 

Valor-P 

A:Concentración de CMC 0,865709 1 0,865709 35,69 0,0001 

B:Concentración de AE 9,41303 1 9,41303 388,10 0,0001 

AB 0,0920857 1 0,0920857 3,80 0,0558 

Bloques 0,113107 5 0,0226215 0,93 0,4660 

Error total 1,52801 63 0,0242542   

Total (corr.) 12,0119 71    
Fuente. Este estudio  

 
R-cuadrada = 87,2792 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 85,6639 porciento 
 
Fuente. Esta investigación. 
 
La Tabla ANOVA presentó una variabilidad de emergencia de las semillas de 
arveja en piezas separadas para cada uno de los efectos.  Demostrando que 
existe significancia estadística de cada efecto comparando su cuadrado medio 
contra un estimado del error experimental.  En este caso, 2 efectos tienen una 
valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero 
con un nivel de confianza del 95,0%.   
 
En cuanto a la prueba de emergencia de las semillas de arveja se obtuvó los 
siguientes resultados. Como primera parte el biopolímero emulsificado influye 
mucho en la emergencia de estas como se muestra en la Gráfica 4, donde 
también se evidencia que el agente precursor para que esto ocurra, es el aceite 
esencial de Lippia origanoides, ya que al incrementar la concentración de esté 
más se va a adelantar este proceso de emergencia de las semillas de arveja.  
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Gráfica 4. Prueba de Emergencia de las semillas de arveja impregnadas con 
el Biopolímero emulsificado. 

 
Fuente. Este estudio  

 
Gráfica 5. Efectos principales para la Emergencia de las semillas de arveja 
impregnadas por el biopolímero emulsificado. 

 
Fuente. Este estudio  

 
Según la Gráfica 7 se concluye que entre mayor sea el valor de la concentración 
ce carboximetil-celulosa y la concentración de aceite esencial, donde el porcentaje 
de emergencia de las semillas de arveja va a ser superior por la propiedades que 
tiene el aceite esencial de servir a estas como un agente precursor de la 
permeabilidad logrando que el agua lo atraviese sin alterar su estructura interna y 
por ende evitando que las semillas se sequen. Se puede explicar este efecto de 
incrementar la velocidad de emergencia de las semillas de arveja por la propiedad 
de regulador de crecimiento que posee este aceite esencial por el contenido de 
Timol el cual es uno de los agentes que incide sobre la germinación de las 
semillas de arveja (Oliveira, 2007). 
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7.5 EVALUACIÓN DEL BIOFÚNGICIDA DE L. ORIGANOIDES PARA EL 
MANEJO DE F. OXYSPORUM EN ARVEJA A NIVEL DE INVERNADERO.  
 

7.5.1 LA FORMULACIÓN DEL BIOFÚNGICIDA.  Después de obtener el 
biopolímero emulsificado para el Biofúngicida  y de comprobar que  este no afecta 
con la emergencia de las semillas de arveja se procedió a realizar la prueba en el 
invernadero de la Universidad de Nariño. 
 

7.5.2 Prueba de Invernadero.  Después de haber realizado el ensayo de la 
técnica de difusión en agar con sensidiscos impregnados con el biopolímero 
emulsificado se logró determinar que el tratamiento que mostró el mejor 
comportamiento en la inhibición del fitopatógeno F. oxysporum en los 
Tratamientos T7 A T10 con 0,3% de CMC, Alginato de Sodio ácido y Aceite 
esencial de Orégano silvestre, ya que este impide que el aceite esencial se 
volatilice. Donde se realizó una inmersión de las semillas de arveja en el 
Biofúngicida durante  30 minutos con el fin de que se impregne en estas, 
posteriormente se las saco las semillas de la solución y se las coloco en unos 
recipientes plásticos a temperatura ambiente durante 15 minutos con el propósito 
de que se sequen; mientras se realizaba esto se hacia el llenado de las bolsas de 
libra con el suelo estéril y se hidrato cada bolsa con 100 mL de agua para luego 
realizar la inoculación con 5 mL de inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. pisi en 
cada bolsa, ya que por cada tratamiento se realizó 12 réplicas con el fin de que el 
diseño de experimentos sea más eficaz y más exacto. Luego se sembró las 
semillas de arveja impregnadas con el Biofúngicida 3 en cada bolsa para un total 
de 228 semillas, además pasando un día se las hidrato con 100 mL de agua.  
 
En esta prueba se logró determinar que el efecto del biofúngicida si fue efectivo 
pero con los tratamientos T7, T8, T9 y T10 ya que en estos tratamientos no se 
generó presencia de la enfermedad de la marchitez vascular, donde los tallos y 
hojas no se presentó amarillamiento y por ende se puede decir que este  si dio un 
buen resultado para controlar esta enfermedad y así poder ayudar con este 
producto a las personas dedicadas a este cultivo. En la siguiente Tabla 14 nos da 
a conocer el efecto que tiene el Biofúngicida. 
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Cuadro 14. Efecto del Tratamiento N°2 sobre Fusarium oxysporum f. sp pisi 
en arveja (Pisum sativum L.) 
 

Tratamientos 
(0,3 %CMC) 

Concentración de AE 
(µL.mL-1) 

N° de Plantas 
enfermas 

Incidencia (%) 

T1 0 34 94,44 

T2 Testigo sin Inocular 0 0 

T3 200 24 66,66 

T4 400 9 25 

T5 600 0 0* 

T6 800 0 0* 

T7 1.000 0 0* 
Fuente. Este estudio  

 
*Incidencia de la enfermedad según Márquez et al. (2007) debe ser ≤ 20% para 
lograr un porcentaje de inhibición de la siguiente manera, el menor porcentaje de 
plantas marchitas fue con las concentraciones del aceite esencial de orégano 
silvestre de 600, 800 y 1.000 µL.mL-1, con una incidencia promedio del 0, 0 y 0% 
(Tabla 14); lo que corrobora los resultados obtenidos in vitro, con este biofúngicida 
observando una  inhibición absoluta de F. oxysporum aislado de arveja.  
 
A los 5 días inicia el crecimiento de las raíces de arveja en todos los tratamientos 
excepto en el testigo, corroborando que el aceite esencial incrementa la 
emergencia, 8 días después se forma el tallo, a 45 días se ve un crecimiento  
desigual existiendo presencia del fitopatógeno en los tratamiento 3 (200 µL.mL-1) y 
en el testigo, se observó un crecimiento de 2 semillas de 3 por cada matera y 
posteriormente se realizó un raspado de la tierra, logrando identificar semillas con 
colación marrón característico de este hongo como lo reporta Pabón-Villalobos y 
Castaño-Zapata, (2012). 
 
El mayor porcentaje de incidencia de la enfermedad se presentó en las plantas 
provenientes de semilla tratada previamente con F. oxysporum con 94,44% de 
plantas marchitas, seguido por la concentración de 200 µL.mL-1 con 66,66%, 
similar a la incidencia en el testigo (Tabla 14); resultados similares los obtuvo 
Pabón-Villalobos y Castaño-Zapata, (2012) en su investigación en el Manejo de la 
Pudrición Radical de la Arveja (P. sativum Linneo) Causada por F. oxysporum 
Schlechtend. 
 
En estudios similares como en el de  Krolow et al., (2006), se evaluó la actividad 
antifúngica del aceite de orégano contra el patógeno P. infestans encontrando que 
en 100 μL.mL-1 se redujo el crecimiento en un 59,84%, comparando datos de 



72 

investigación se puede evidenciar que el aceite esencial de orégano silvestre  (L. 
origanoides H.B.K) del Alto Patía, tiene un efecto mayor sobre este patógeno dado 
que en una concentración más baja (75 ppm equivalentes a 75 μL.mL-1) se logra 
inhibir completamente el crecimiento del patógeno, tal efecto se le atribuye al alto 
contenido de timol (Pantoja y Santacruz, 2011). 
 
Celis et al, (2007) afirman que el aceite esencial de La planta Lippia origanoides 
es rico en compuestos fenólicos como el timol, el cual exhibe propiedades 
antioxidantes, antifúngicas contra Candida albicans y Candida tropicalis y 
antibacteriales contra Staphylococcus aureus y Escherichia colli, además, ha sido 
evaluada su citotoxicidad en células Vero, concluyéndose que es un Aceite 
esencial no tóxico (Castañeda, 2007). 
 
García et al., (2006) evaluaron la actividad antifúngica del aceite de orégano sobre 
el hongo Aspergillus flavus, el cual presentó una inhibición completa con una 
concentración de 250 μL.mL-1 y una dosis mínima fungicida de 1000 μL.mL-1. 
Se realizaron estudios en invernadero dado que los aislamientos Fusarium 040 y 
Fusarium 041 fueron obtenidos de plantas de tomate con síntomas de 
marchitamiento vascular y de pudrición de corona y raíz respectivamente, cada 
uno constituye una forma especial f. sp. radicis-lycopersici y f. sp. lycopersici, 
respectivamente (Hibar et ál., 2007) por lo cual, se esperaba un comportamiento 
diferente de estos dos aislamientos de F. oxysporum. Sin embargo, en la prueba 
de patogenicidad no se encontraron diferencias en el ascenso del patógeno por el 
xilema de las plantas inoculadas. La presencia de Fu040 y Fu041 en los haces 
vasculares demostró que estos tienen la capacidad de penetrar las raíces y 
colonizar el xilema, en contraste con las cepas no patogénicas de F. oxysporum 
las cuales, se limitan a colonizar la corteza de las raíces y no alcanzan el sistema 
vascular de las plantas (Fravel et ál., 2003). Esto permitió confirmar la capacidad 
patogénica de los aislamientos Fu040 y Fu041 de F. oxysporum. 
 
La aplicación en campo de T. koningiopsis Th003 formulado como gránulos 
dispersables y dentro de un programa de manejo integrado de la pudrición del 
cuello y de la raíz del tomate, redujo significativamente la mortalidad de plantas en 
un 35%, resultado muy importante para los productores dada la dificultad para 
controlar la enfermedad con fungicidas. Adicionalmente, la implementación del 
manejo integrado contribuye en la reducción del uso de fungicidas químicos, y por 
ende la reducción de los efectos nocivos sobre el medio ambiente y el hombre. 
En la investigación de Herrera y Laurentin 2012 titulada Evaluación de la 
esporulación de Fusarium oxysporum f. sp. sesami en dos medios de cultivo y dos 
metodologías de inoculación en ajonjolí (Sesamum indicum), una de las 
estrategias más efectivas en el control de hongos fitopatógenos es la obtención de 
cultivares resistentes, lo cual requiere de un protocolo de inoculación eficaz para la 
identificación de germoplasma que tenga este atributo. En todo procedimiento de 
inoculación se requiere contar con suficiente material que actúe como propágulo 
inicial. Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar la producción de esporas 
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de Fusarium oxysporum f.sp. sesami sobre dos medios de cultivo, así como 
evaluar dos metodologías de inoculación de este hongo sobre ajonjolí. Las 
metodologías de inoculación consistieron en: i. enfrentar a las plántulas a una 
suspensión de esporas, ii. enfrentar a las plántulas a micelio y esporas mezclados 
con un sustrato en bandejas plásticas. El medio papa dextrosa agar permitió una 
producción 4 veces mayor de clamidosporas, 5 veces mayor de macroconidios y 2 
veces mayor de microconidios que el medio SNA (agar bajo en nutrientes). En 
relación a las metodologías de inoculación, la primera resultó en un 100% de 
incidencia y una severidad de 0,91, considerándose esta como el promedio sobre 
10 plántulas de la relación longitud de la lesión entre longitud de la plántula. La 
segunda metodología resultó en un 50% de incidencia y una severidad de 0,68. 
Siendo ambas metodologías efectivas en lograr la enfermedad en plantas de 
ajonjolí, se podría considerar la segunda como más adecuada debido a que sus 
condiciones son más parecidas a las que se dan en campo, estableciéndose 
interacciones entre el sustrato, el hongo y la planta. 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
El rendimiento de aceite esencial obtenido de Lippia origanoides colectado en la 
zona del Alto Patía mediante la técnica de arrastre por vapor en esta investigación 
fue de 3,4% siendo valores promisorios para la producción de éste a escala 
industrial. 
 
La evaluación a nivel in vitro usado mediante la técnica de dilución en agar 
determinó que el valor de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 400 µL.mL-1 
de aceite esencial de orégano silvestre sobre el fitopatógeno Fusarium oxysporum 
f. sp. pisi. 
  
La Técnica de Difusión en Agar con sensidiscos determina la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) que para este trabajo de investigación fue de 400 µL.mL-1. 
 
Los biopolímeros emulsificados a base de lecitina y goma arábiga desarrollados 
en las condiciones de la presente investigación, presentaron fenómenos de 
sedimentación, flotación y separación de fases, impidiendo desarrollar una 
estructura molecular estable capaz de contener el agente biactivo (Aceite esencial 
de Lippia origanoides H.B.K). 
 
El biopolímero emulsificado a base de Carboximetil-celulosa, aceite esencial de 
orégano silvestre y alginato de sodio ácido no afecta la emergencia de las semillas 
de arveja, los resultados obtenidos en esta investigación evidenciaron una 
respuesta en la velocidad de emergencia de las semillas  con la aplicación del 
biopolímero que contiene el aceite esencial. 
 
El ensayo en invernadero determinó la efectividad del Biofúngicida aplicado sobre 
las semillas de arveja se determinó con mejor tratamiento 800 µL.mL-1 de aceite 
esencial de orégano silvestre más Carboximetil-celulosa 0,3% (T2) disminuyendo 
la incidencia del fitopatógeno en un 100% en relación al testigo absoluto. 
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9. RECOMENDACIONES 
 
 
De acuerdo a la investigación realizada con el aceite esencial de Lippia 
origanoides H.B.K se plantean las siguientes recomendaciones: 
 
Los resultados obtenidos en esta investigación sean extrapolados aun cultivo 
experimental, al cual se le aplique el biofungicida de L. origanoides para 
determinar la eficiencia de este producto de síntesis biológica. 
 
Desarrollar biopolímeros emulsificados con otras materias primas explorando a 
profundidad la capacidad de retención de aceites esenciales como respuesta a la 
volatilización y conservación de su efecto inhibitorio.  
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