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RESUMEN

Con el objeto de evaluar tratamientos alternativos para el manejo de tizon tardio de la
papa causada por Phytophthora infestans, se estudio la respuesta de sensibilidad in
vitro del patogeno al bioinsumo de fique (Furcraea gigantea Vent), comparandolo con
los productos comerciales Ridomil-Gold®y Curzate®. Para esto, se utilizo un disefio
irrestrictamente al azar con arreglo factorial, en donde el factor A correspondio a
los tratamientos antes nombrados y el factor B a las concentraciones: 10, 100,
1.000, 10.000, 100.000 ug.mL! adicionadas al medio de cultivo. La sensibilidad
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del aislamiento se evalud mediante la escala de Shattock y se calculo la
concentracion efectiva cincuenta (EC,,). Los resultados mostraron diferen-
cias significativas (P<0,05) entre los tratamientos, mostrando que en altas
concentraciones del extracto de fique hay sensibilidad. Los valores de (EC,,)
fueron de 4,02 ug.mL’ para Ridomil-Gold® y 3,91 ug.mL' para Curzate®; en
tanto el bioinsumo de fique fue 8,912 ug.mL'y una concentracion capaz de
inhibir el crecimiento in vitro en 75.000 ug.mL?, estos valores indican que el
bioinsumo de fique afecta el crecimiento del patégeno y puede considerarse
para estudios en condiciones de campo.

ABSTRACT

In order to evaluate alternative treatments for management of potato late
blight caused by Phytophthora infestans, the response of the pathogen in
vitro sensitivity to bio-products of fique (Furcraea gigantea Vent) were studied
and compared with commercial products Ridomil -Gold ® and Curzate ®.
For this, a randomized completely design with factorial arrangement was
used, where the A factor did corresponds to the above named treatments
and B factor at concentrations: 10, 100, 1,000, 10,000, 100,000 ug.mLin
addition at the growth medium. The results showed significant differences
(P<0,05) between treatments, which were analyzed by Shattock sensitivity
scale, showing that the isolation tested was sensitive to high concentrations
of fique extract. The fiftieth effective concentration (EC,,) was calculated
obtaining values of 4.02 ug.mL" for Ridomil-Gold® and 3.91 ug.mL? for
Curzate®; and for fique bio-input was of 8,912ug.mL" which was able to
inhibit the in vitro growth at 75.000 ug.mL', these values indicate that fique
bio-input affects the pathogen growth and can be considered for studies
in field conditions.

RESUMO

Objetivou-se avaliar os tratamentos alternativos para o controle da requeima da
batata causada por Phytophthora infestans, estodou-se a resposta da sensibili-
dade in vitro do patogeno de bio-produtos de fique (Furcraea gigantea Vent)
em comparagao com produtos comerciais, Ridomil Gold ® e Curzate ®.
Para isso, foi utilizado um desenho irrestrito ao acaso, com arranjo fatorial,
onde o fator A correspondeu aos tratamentos antes apontados, e o fator B
as concentragées: 10, 100, 1.000, 10.000, 100.000 ug.mL-1 adicionadas
ao meio de cultivo. A sensibilidade do isolamento foi avaliada pela escala
Shattock e calculou-se a concentracao efetiva (EC50). Os resultados mos-
traram diferencas significativas (P <0,05) nos tratamentos. Observando-se
que em altas concentraces do extrato do fique ha sensibilidade. Igualmente
0s valores (EC50) foram 4,02 e 3,91ug.mL-1 para Ridomil-Gold ® e Cur-
zate ® respectivamente; no bio-produto do fique foi 8,912 ug.mL-1 e uma
concentragdo capaz de inibir o crescimento in vitro em 75,000 ug.mL-1.
sinalalndo que o bio-produto afeta o crescimento do patogeno e poderia
se considerar para estudos em condigoes de campo

PALABRAS CLAVE:

Extracto vegetal, tizon tardio, papa
(Solanum tuberosum L.).

KEYWORDS:

Extract plant, late blight, potato
(Solanum tuberosum L.).
PALAVRAS-CHAVE:

Extrato de planta, requeima da ba-
tata, papa (Solanum tuberosum L.)



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

98 Vol9 No.2 (96-104) Julio - Diciembre 2011
|
INTRODUCCION para el manejo integrado de patdgenos, entre los cuales

La “gota o tizon tardio” causado por el patogeno Phyto-
phthora infestans (Mont.) de Bary, se constituye en el
agente fitopatologico mas perjudicial de la papa (Sola-
num tuberosum L.) en las zonas humedas del mundo
[1]. En Colombia se reporta como el limitante de mayor
incidencia en el cultivo [2, 3, 4], debido principalmente
a condiciones climaticas favorables para el desarrollo
del patégeno y a la siembra de materiales altamente
susceptibles como las variedades Diacol Capiro, Parda
Pastusa, ICA Nevada y Tuquerrena [4]. Este patdgeno
es el responsable de pérdidas econdmicas de conside-
racion, limitando la produccion de la papa puesto que,
al no realizarse una adecuada estrategia de manejo,
las pérdidas pueden oscilar entre el 70 y 100% de la
produccion [5].

El manejo de este problema fitosanitario se fundamenta
en el uso de productos sintéticos en donde los agricul-
tores realizan aplicaciones calendario con moléculas
protectantes como Mancozeb y sistémicos como
Metalaxyl-M y Cymoxanil de manera intensiva [3, 6]. El
uso indiscriminado de estos productos actuando en el
mismo sitio de accion ha provocado una alta presion de
seleccion y sensibilidad reducida del patégeno [2, 7, 8,
9], sumado a esto, se destaca la contaminacion por su
residualidad y acumulacion en suelos, plantas, animales
y en el mismo hombre, lo que ocasiona alteraciones en
los procesos bioquimicos normales y por tanto, graves
enfermedades [10].

Como posible solucién a esta problematica algunos
autores han reconocido en los extractos de diferen-
tes especies de plantas sus propiedades fungicidas,
cualidades que han generado gran interés por sus
resultados promisorios en laboratorio e invernadero [3].
Se debe destacar que, existe una vasta diversidad de
especies vegetales con propiedades de interés para la
investigacion, de la cual menos del 10% de la poblacion
vegetal ha sido evaluada en la bisqueda de actividad
bioldgica [11].

Productos conocidos como bioinsumos definidos por
el Instituto Colombiano Agropecuario-ICA [12], como
extractos de metabolitos secundarios de plantas cuyos
principios activos se han confirmado en la practica
como plaguicidas. Se consideran como alternativas am-
bientalmente benignas que pueden constituirse a futuro
como un método sostenible, competitivo y equitativo

se encuentra Phytophthora infestans|3].

En papa criolla se han utilizado extractos de ajo (Allium
sativum L.) y ajenjo (Artemisa absinthium L.) que
parecen tener un efecto de reduccion en la severidad
de la enfermedad del tizon tardio [3]. Investigadores
evaluaron 88 extractos vegetales distribuidos en 44
familias botanicas valorando la capacidad de inhibir
la formacion de zoosporas y crecimiento in vitro del
patdgeno P infestans, en este estudio, 19 extractos eran
eficientes para la reduccion de ambas variables[13]. Asi
mismo, extractos de Cereus deficiens Otto &D. [14],
Cassia tora L.[15], Bazzania trilohata L., Diplophyllum
albicans L. [16] y Catalpa ovata G. [17] mostraron cierta
inhibicion del patogeno a nivel de laboratorio.

Se han realizado aproximaciones en la evaluacion del
potencial que tiene el jugo de fique en el control de P
infestans, encontrando que esta especie suculenta del
género Furcraea spp. utilizada principalmente en la ex-
traccion de fibras, presenta cualidades fungicidas que
pueden ser utilizadas en el manejo de este problema fi-
tosanitario[18, 19], ya que posee propiedades tensoac-
tivas y plaguicidas y presenta contenidos de esteroides
naturales entre los que se han encontrado saponinas y
fitoesteroles [20], componentes que pueden interactuar
como limitantes en el crecimiento del patogeno.

Cabe destacar que, de la planta de fique solamente se
aprovecha la cabuya (fibra natural), la cual representa
el 4% del peso de la hoja. Los residuos del proceso
de extraccion constituyen el 96%, siendo el jugo de
fique el mas representativo con el 70% del peso total;
este residuo liquido al carecer de un manejo adecuado
ocasiona problemas de contaminacion hidrica afectando
la ictiofauna de las quebradas y la disponibilidad del
recurso hidrico para el consumo humano y animal [21],
por ende, la transformacion de este sub producto en
un bioinsumo que pueda integrarse en un esquema de
manejo integrado de la enfermedad del tizon tardio en
el cultivo de la papa, puede convertirse en una solucion
ala problematica ecoldgica y de manejo agroecologico
del patdgeno P infestans.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la res-
puesta de sensibilidad del patogeno Phytophthora
infestans al bioinsumo de fique (Furcraea gigantea
Vent.) comparandolo con los productos comerciales
Ridomil gold® (Metalaxyl-M + Mancozeb) y Curzate®
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(Cymoxanil+Mancozaeb) y determinar la concentracion
efectiva cincuenta EC, a nivel in vitro.

METODO

El presente ensayo se desarrollé en el laboratorio de
fitopatologia de la Universidad de Narifo, ubicado a una
altura de 2.488 msnm, con una temperatura promedio
de 14°C y una humedad relativa del 70%.

Aislamiento del patégeno Phytophthora infestans

Se colectaron muestras de tejido afectado con el patoge-
no de un lote experimental ubicado en el corregimiento
de Gatambuco, vereda Cubijan bajo, Municipio de Pasto
(Narifio), en el cual no se realizaron aplicaciones de
productos sintéticos para el control de la enfermedad;
este material fue llevado al laboratorio de fitopatologia
de la Universidad de Narino, el cual se corto en pedazos
pequenos (5mm x 5mm), se desinfectd con hipoclorito
de sodio al 3% por dos minutos y se enjuagd en agua
destilada durante un minuto[22], éste material se sem-
brd en cajas de Petri con medio nutritivo agar tomate
(agar 18 g, sacarosa 18 g, carbonato de calcio 0,5 g,
solucion madre de tomate 200 mL, solucion madre de
arveja 200 mL, agua destilada 600 mL) [23].El patogeno
sepurifico por transferencia continua a nuevas cajas de
Petri hasta obtener una colonia pura de P infestans.

Obtencion del bioinsumo de fique

Hojas de fique de la variedad “negra comun” (Furcraea
gigantea Vlent.), recolectadas en el Municipio de El Tam-
bo (Narifo), fueron transportadas a la planta piloto de la
Universidad de Narifo, en donde se procedio a realizar
la extraccion del jugo mediante un molino de rodillos
y posterior filtrado por medio de cedazos artesanales
de lona. El jugo fue centrifugado a 5.000 rpm por un
lapso de cinco minutos con el objeto de eliminar el total
de sustancias solidas presentes. La fraccion final fue
fermentada de manera anaerobica a una temperatura
constante de 33°C durante cuatro dias.

Diseiio Experimental

Se utilizo un diseno irrestrictamente al azar (D.I.A.)
con arreglo factorial, donde el factor A correspon-
dio a los tratamientos: bioinsumo de fique, Ridomil
Gold® (Metalaxyl-M 4% y Mancozeb 64%), Curzate®

(Cymoxanil 8% y Mancozeb 64%) y un testigo absolu-
to; El factor B hace relacion a cinco concentraciones
evaluadas: 10, 100, 1.000, 10.000 y 100.000 pig mL-1.
La unidad experimental consistio en una caja de Petri,
con cinco repeticiones, para un total de 95 unidades
experimentales.

Sensibilidad del patégeno Phytophthora infestans

El comportamiento in vitro del patdgeno se determino
por medio del crecimiento radial de las colonias de
P infestans, para esto, discos de micelio de 1,1 ¢cm
de diametro del patogeno obtenidos con sacabocado
fueron establecidos en cajas de Petri con medio agar
tomate, enmendado con los diferentes tratamientos.
Cada unidad experimental fue evaluada mediante el pro-
grama grafico Tpsdig2®[24] después de un periodo de
incubacion de 8 dias a temperatura promedio de 18°C.

Se determind el porcentaje de crecimiento respecto
al testigo absoluto sin enmendar (Ec.1), utilizando la
siguiente relacion:

PC=DMCM—-1,1cm x 100

DMCAXx (Ec.1)
Donde: PC =porcentaje de crecimiento; DMCM =
diametro medio de la colonia creciendo en tratamiento;
1,1 cmcorresponde al didmetro del cilindro con micelio
y DMCA = diametro medio de la colonia sin enmendar
[25]. Con base en el porcentaje de crecimiento se deter-
mind la sensibilidad del aislamiento evaluado mediante
la escala propuesta por Shattock [26], en donde:

. Menor del 10% del crecimiento
Sensible (S): del testigo
Intermedio (1) tEeTtrichO y 60% del crecimiento del
5 —
Resistente (R): i\él:tyg(r) del 60% del crecimiento del

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis
de varianza y prueba de comparacion de medias LSD
de Fisher a un nivel de significancia del 0,05 mediante
el programa estadistico Statgraphics®[27].

Determinacion de la concentracion efectiva cincuenta
(EC,,)

Este valor se calculé con base en la regresion lineal
obtenida de la respuesta del crecimiento radial pro-
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medio de las cinco repeticiones en cada tratamiento,
las cuales fueron graficadas contra el logaritmo de la
dosis evaluada [25], determinando asi la concentra-
cion efectiva capaz de inhibir el 50% del crecimiento
radial tanto para el bioinsumo de fique como para los
productos sistémicos.

RESULTADOS

El analisis del efecto en el crecimiento del patogeno P
infestans en el medio de cultivo agar tomate enmendado
con el bioinsumo de fique y los productos sintéticos,
indican que existen diferencias significativas (P<0,05)
entre los tratamientos y las concentraciones evaluadas
respecto al testigo absoluto. La accion antifingica fue
evidente en el desarrollo del experimento, puesto que,
se redujeron los porcentajes en el crecimiento micelial
del patogeno con el aumento de la dosis en cada uno
de los tratamientos evaluados (Tabla 1), a partir de la
concentracion 100 ug mL" para el bioinsumo de fique y
10 ug mL" paralos productos sinteticos con moléculas
Metalaxyl-M y Cymoxanil.

La evaluacion de la sensibilidad del patogeno se realizo
mediante la escala propuesta por Shattock [26], puesto
que, permitio determinar el comportamiento de P, infes-
fans, basandose en el crecimiento micelial relativo en
presencia de los productos restrictivos, considerando
el crecimiento de un testigo absoluto (sin enmendar).

Los fungicidas utilizados como comparadores ante el
bioinsumo de fique, mostraron un comportamiento
similar en el total de evaluaciones realizadas, se destaca
que la concentracion mas baja evaluada 10 ug mL"
causo una reduccion en el crecimiento promedio del
patogeno P, infestans del 87% con la utilizacion del pro-
ducto comercial Ridomil Gold® y 83% con el producto
Curzate®, indicando un comportamiento de sensibilidad
intermedia bajo esta concentracion. Ademas se observo
un efecto fungistatico para las concentraciones 100
y 1.000 ugmL" de los productos comerciales, con
porcentajes de crecimiento entre el 4,2% y 9,3% y una
respuesta de sensibilidad al grupo de las fenilamidas
y cianoacetamida-oximas. Se destaca que, a partir
de la concentracion 10.000 ugmL' ambos productos
Ridomil Gold® y Curzate®inhibieron completamente
el crecimiento del patogeno, confirmando una accion
fungicida a nivel in vitro.

Tabla 1. Actividad antifungica del bioinsumo de fique y productos sinté-
ticos sobre el patdgeno P infestans

. Porcen-
Concentraciones ct?(r:lmli?: t::: c(:? Aaci::;’f'::_d
(g mL ) m(ig;l;al miento | gica**
(%)
Bioinsumo de fique
0 5,42a* 100 -
10 5,25a 80,5 Ft
100 5,04b 72,9 Ft
1.000 4,25¢ 58,3 Ft
10.000 2,28d 21,8 Ft
100.000 0i 0 Fg
Curzate® (8% Cymoxanil + 64% Mancozeb)
0 5,42a 100 -
10 1,98e 16,3 Ft
100 1,44h 6,2 Ft
1.000 1,04h 4,2 Ft
10.000 0i 0 Fg
100.000 0i 0 Fg
Ridomil Gold® (4% Metalaxyl + 64%
Mancozeb)
0 5,42a 100 -
10 1,79f 12,7 Ft
100 1,609 9,3 Ft
1.000 1,03h 43 Ft
10.000 0i 0 Fg
100.000 0i 0 Fg

*Letras diferentes en la columna indican diferencia significativas (LSD,
P<0,01).** Ft = fungistdticas; Fg = fungicida.

En esta evaluacion se encontro una alta eficiencia de los
fungicidas comerciales para reducir el crecimiento de P
infestans, sin embargo, no fue posible comparar estos
resultados con la mayoria de trabajos de sensibilidad
alas moleculas Metalaxyl y Cymoxanil, puesto que, no
se utilizd el ingrediente activo en grado técnico en las
evaluaciones realizadas; en consecuencia al evaluar
moléculas principales con caracteristicas sistémicas,
acompanadas de un fungicida protectante, se puede
conducir a un efecto de enmascaramiento que difi-
culte la lectura de la accion directa de los fungicidas
sistémicos[9].
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En la Figura 1. se presenta el crecimiento in vitro de P
infestans utilizando los productos Curzate®, Ridomil
Gold® y bioinsumo de fique a diferentes concentracio-
nes.La Figura 2. muestra exclusivamente la sensibilidad
observada del patogeno frente al bioinsumo de fique. En
cuanto a la evaluacion del bioinsumo de fique (Furcraea
gigantea Vent.), se determind que, el extracto fermen-
tado de esta agavaceae tiene efecto en la inhibicion
del patogeno P infestans a nivel in vitro, causando una
reduccion en el promedio de crecimiento del 27,1% con
la dosis 100 g mL*' y una clasificacion en la escala
de sensibilidad como resistente (superior al 60% en
relacion al testigo absoluto); pero que se incrementa en
41,7%y 78,2% en las concentraciones 1.000y 10.000
Mg mL" del bioinsumo con clasificacion de sensibilidad
intermedia. No obstante, cuando el medio de cultivo fue
enmendado con la proporcion mas alta del bioinsumo
100.000 ug mL" fue evidente el efecto de éste en la sen-
sibilidad del patogeno al inhibir totalmente el crecimiento
micelial in vitroobteniendo el mismo efecto producido
por los productos Ridomil Gold® y Curzate® aplicados
en la misma concentracion, estos resultados pueden
ser explicados por la gran proporcion de metabolitos
secundarios presentes en el extracto de esta agavacea
[18, 20]. Estos metabolitos, formados a través de las
rutas de obtencion de los metabolitos primarios, y por
procesos bioquimicos ayudados por enzimas prove-
nientes de cadenas de oxidaciones y reducciones, han
demostrado tener una fuerte actividad antibacterial y
antifungica [28, 29].

En la Universidad de Narifio, se caracterizd fisicoqui-
micamente el jugo de fique (Furcraea gigantea Vent.)
determinando la presencia de alcaloides y saponinas
dentro de los metabolitos secundarios importantes en
esta planta[19].

Figura 1. *Crecimiento in vitro de P infestans en los diferentes trata-
mientos.
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La accion antifungica de los alcaloides presentes en
un extracto vegetal podria deberse a la presencia de
nitrégeno en su

estructura como amina o amida infiriendo en el desarro-
llo del patdgeno a evaluar[30]. Asi mismo, en estudios
de sensibilidad de P infestans utilizando saponinas,
Se encontrd cierta inhibicion del crecimiento micelial,
aludiendo esta respuesta a la desactivacion de la sintesis
de varias enzimas a nivel de la célula y del metabolismo
del oomycete[18].

Por otra parte, la actividad de los extractos no solo se
debe a la presencia de metabolitos secundarios, sino
también de la concentracion que se identifico en el
analisis quimico cualitativo y se le atribuye propiedades
antimicrobianas [31], lo cual explica que el uso de las
bajas concentraciones del bioinsumo (10 y 100 ug
mL-1) no afectaron el crecimiento in vitro del patégeno.
Finalmente, se exploro un nuevo rango de concentracio-
nes en la evaluacion del bioinsumo de fique entre 10.000

Figura 2. Sensibilidad de P. infestans al bioinsumo de fique (0-100.000) ug L-1

Testigo absoluto 1.000 pyg mL™"'

100.000 ug mL™

10.000 pg mL™'
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Figura 3. Sensibilidad de P. infestans al bioinsumo de fique (10.000 — 100.000 ug L-1)

10.000 ug mL™

25.000 ug mL™

ug mL-1y 100.000 g mL-1; la primera corresponde
ala concentracion que permitié una respuesta de sen-
sibilidad intermedia del aislamiento y la tltima aquella
en |a cual seinhibid totaimente el crecimiento del pato-
geno, tal como se indica en la Figura 3.Los resultados
demostraron la necesidad de adicionar una dosis alta del
extracto para generar un efecto fungistatico o fungicida
con relacion a los productos sintéticos, reflejandose en
los valores de EC50.

El célculo de la concentracion capaz de inhibir el cin-
cuenta porciento del crecimiento (EC50) a nivel in vitro
para el bioinsumo de fique correspondié a 8.912 ug
mL-1 (R2 =0,982) comparado con valores tan bajos
como 4,02ug mL-1para el producto Ridomil gold® si-
milar al reportado en literatura en este producto comer-
cial [9] y 3,91 ug mL-1para el producto Curzate®.Esta
diferencia entre el tratamiento vegetal y los productos
comerciales que presentan un caracter sistémico con
accion protectante, curativa

y erradicante exclusiva para el control de Oomycetes,
obedece al hecho de que, el extracto de fique en su
composicion presenta 85% de humedad y tan solo
el 8% del volumen total representa la parte organica
y amorfa [32], en la cual se encuentra los principios
activos reportados por los diferentes autores como
antifungicos, por lo anterior el tratamiento vegetal en el
total de concentraciones presentdcierta desventaja al
ser comparado con los productos comerciales.

El efecto del bioinsumo en el presente rango de
concentracion (Figura 3.) permitié determinar, que al
enmendar el medio de cultivo con 75.000 g mL-1 del
tratamiento, se inhibe totalmente el crecimiento micelial
in vitro del patégeno, determinando asi, la concentracion
letal del bioinsumo;de esta forma se propone junto al
valor de EC50como estimativos para el célculo de la

50.000 pg mL™'

75.000 pg mL™"

dosis de aplicacion en campo para el manejo de la
enfermedad del tizon tardio de la papa, convirtiendose
en una atractiva fuente, no solo por la diversidad en la
composicion quimica que bioinsumo posee, Sino por
Su accion bioldgica y su caracter menos nocivo sobre
el medio ambiente.

CONCLUSIONES

Bajo condiciones in vitro, se demostro que el extracto
fermentado de la especie Furcraea gigantea Vent. pre-
senta un efecto de inhibicion ante el patogeno Phyto-
phthora infestans a una concentracion de 75.000 ug
mL", causando una respuesta similar a la obtenida por
los fungicidas sistémicos evaluados.

Se propone el calculo de la EC,; (8.912 ug mL") y la
concentracion letal (75.000 ug mL") como un estima-
tivo para experiencias de aplicacion del bioinsumo de
fique dentro de un programa de manejo integrado de la
enfermedad del tizon tardio en cultivos de papa.
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