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RESUMEN

Rhizoctonia solani es un hongo que afecta la produccién de tubérculos y vigor de las plantas de papa Solanum
tuberosum L. Las consecuencias ambientales que genera su control han impulsado la bisqueda de alternativas
menos contaminantes, en donde los aceites esenciales tienen gran potencial. El arbusto silvestre Lippia origa-
noides H.B.K. (Verbenaceae) ha sido estudiado por sus propiedades fungicidas en su extracto esencial, por ello,
el objetivo de esta investigacién fue evaluar la actividad biocida del aceite esencial de L. origanoides sobre R.
solani en condiciones in vitro. La extraccion del aceite se realizé mediante arrastre con vapor. La composicién
quimica se determiné por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) y la actividad biocida
del aceite se evalué mediante la técnica de dilucién en medio de cultivo, complementando los resultados con
la técnica de bioautografia, la cual permitié identificar al timol como el compuesto mayoritario del aceite
(60,7%) y responsable de la inhibicién del hongo. La concentracién 110 uL mL?limit6 el crecimiento de R.
solani al afectar sus estructuras, con ello se demostr6 el efecto biocida del aceite esencial y el potencial agente
antiftingico natural.

Palabras clave adicionales: orégano; timol; Solanum tuberosum; cromatografia en capa fina.
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ABSTRACT

Rhizoctonia solani is a fungus that affects the production of tubers and vigor of potato plants, Solanum tubero-
sum L. The environmental consequences generated by its control have driven the search for less contaminating
alternatives, and essential oils have great potential. The wild shrub Lippia origanoides H.B.K. (Verbenaceae) has
been studied because of its attractive fungicidal properties in its essential extracts; therefore, the objective of this
research was to evaluate the biocidal activity of L. origanoides essential oil on R. solani, in vitro. The oil extraction
was carried out with steam dragging, the chemical composition was determined with Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS), and, finally, the biocidal activity of the oil was evaluated with the dilution technique in
the culture medium, which was complemented with the bioautography technique, which identified thymol as the
major compound of the oil (60.7%), responsible for the fungus inhibition. The concentration 110 uL mL" limited
the growth of R. solani by affecting the structures, thereby demonstrating the biocidal effect of this essential oil and

its potential antifungal agent.

Additional key words: oregano; thymol; Solanum tuberosum; thin-layer chromatography.
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El hongo basidiomiceto Rhizoctonia solani ].G. Kithn es
el fitopatégeno causante de “Rizoctoniasis”, enferme-
dad que afecta el cultivo de papa y otras solanaceas.
La infeccién del cultivo a menudo presenta fases ini-
ciales de crecimiento y ejerce efectos negativos sobre
el desarrollo normal de plantas y tubérculos, lo cual
genera pérdidas entre el 10 y 60% del rendimiento
esperado con disminucién en la calidad del producto
final (Medeiros et al., 2014; Kankam et al., 2016).

La diseminacién y establecimiento de esta enferme-
dad estd asociada al aumento de la humedad relativa,
uso de tubérculos contaminados, escasa rotacién de
lotes, entre otros factores, lo cual representa un peli-
gro latente para la mayoria de las zonas productoras,
donde la aplicacién de pesticidas de sintesis quimica
se convierte en la opcién mas recurrente para el ma-
nejo de R. solani en Colombia.

Sin embargo, el uso indiscriminado de este tipo de pro-
ductos puede generar externalidades negativas, como
cepas del patégeno resistente a los fungicidas, conta-
minacién ambiental, elevados costos de produccién
y residualidad de agroquimicos en los alimentos. Por
ello, este fenémeno no solo constituye un problema
ambiental sino de salud publica (Arango et al., 2014;
Villa ez al., 2015; Alvarez et al., 2016).

El actual interés por procesos amigables con el am-
biente, agricultura sustentable y productos orgénicos,

INTRODUCCION

es cada vez mayor, debido a esto, la bisqueda de al-
ternativas para el manejo de enfermedades y plagas
en los cultivos ha centrado su atencién en sustancias
provenientes de fuentes naturales que presenten pro-
piedades bioactivas.

En este contexto, los extractos vegetales y aceites
esenciales de plantas aromaticas han sido objeto de
estudio por la presencia de compuestos con actividad
antimicrobiana. Adicionalmente, estos productos
naturales son biodegradables y su toxicidad es baja o
inexistente, por lo cual han llegado a constituirse en
una opcién promisoria para la sustitucién de pestici-
das sintéticos (Medeiros et al., 2014).

Lippia origanoides H.B.K. es una planta aromatica co-
nocida como “orégano silvestre” y en Colombia se en-
cuentra entre los 500 y 800 msnm en ambientes secos;
sus hojas han sido empleadas con fines etnobotéanicos
como condimento o remedio para desordenes gas-
trointestinales, antiséptico y tratamiento para enfer-
medades respiratorias (Ramirez ez al., 2009; Medeiros
et al., 2014; Ospina et al., 2016). De ahi, que el aceite
esencial de L. origanoides ha sido estudiado por su ri-
queza fitoquimica, entre sus constituyentes mayori-
tarios se encuentran fenoles como carvacrol y timol
a los cuales se les atribuye su actividad antioxidante,
antiftngica y antibacterial (Arango ez al., 2014).

Diferentes estudios han demostrado las propieda-
des biocidas de L. origanoides en la agricultura, como
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Taborda et al. (2015) que evaluaron el efecto fungicida
de extractos etandlicos de L. origanoides sobre Botrytis
cinerea Pers. con altos porcentajes de control. Por su
parte, Arango et al. (2014) evaluaron la actividad in vi-
tro del aceite esencial de orégano silvestre sobre Phyto-
phthora infestans (Mont.) de Bary, obteniendo que una
concentracién de 150 ug mL* del aceite inhibié el cre-
cimiento del patégeno. Alvarez et al. (2016) también
determinaron el efecto biocida del aceite esencial sobre
P infestans y Alternaria solani Sorauer, en dicho estu-
dio se evidencié el efecto del aceite sobre las estruc-
turas reproductivas de los dos patégenos aislados de
papa y se establecié que una concentracién de 300 uL
mL" causa la inhibicién micelial.

Los anteriores reportes bibliograficos de orégano sil-
vestre sugieren el alto potencial en el desarrollo de
tecnologias que permitan generar alternativas soste-
nibles para la agricultura, un campo que actualmente
se encuentra en crecimiento. Teniendo en cuenta lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
actividad biocida del aceite esencial de L. origanoides
sobre R. solani a nivel in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de orégano. Se colectaron hojas de Lippia
origanoides H.B.K. (en floracién), obtenidas de la zona
del Alto Patia, vereda Alto de Mayo del municipio de
Taminango (Narifio) 01°41'25,25"N y 77°19'25,5”O a
639 msnm y un Bosque seco tropical (bsT). El mate-
rial vegetal cosechado fue dispuesto bajo sombra por
un periodo de reposo de dos dias (24°C). Adicional-
mente se envid un ejemplar con estructuras reproduc-
tivas al herbario de la Universidad de Narilo como
material de referencia con el No. 45202.

Extranccion. El aceite esencial se extrajo en la planta
piloto de la Universidad de Narifio en un equipo de
arrastre con vapor, para este proceso se utilizé vapor
saturado a presion atmosférica de 3,7 psi, densidad
del lecho de 80 g L con un tiempo de extraccién de
2 h (Arango et al., 2012). La mezcla de aceite esen-
cial-agua se separd por decantacién, el volumen de
aceite extraido se registré para evaluar el rendimiento.

Perfil cromatografico del aceite esencial. Se realizé
mediante cromatografia de gas acoplada a espectro-
metria de masas (Shimadzu GCMS-QP-20105, Kioto,
Japén), segiin la metodologfa descrita por Barbosa et
al. (2006) con modificaciones.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Para la separaciéon de los componentes del aceite esen-
cial, se utilizé la columna DB-5 de J&W Scientific
(Folsom, CA) con 30 m de largo, 0,25 mm de didme-
tro, espesor pelicula de 0,25 um, y Helio WAP como
gas de arrastre. Las condiciones de preparacién del
cromatégrafo de gases fueron: presién interna de la
columna de 56,7 kPa, relacién de divisién 1:30, el flujo
de gas en la columna 1,0 mL min”, temperatura del
inyector 250°C, temperatura del detector o interfaz
(GC-MS) 280°C. La temperatura inicial de la columna
45°C (5 min), seguido de un incremento de 4°C min™
hasta 150°C, y punto de equilibrio durante 30 min (2
min), con una temperatura final de 250°C a razén de
5°C min™. El espectrémetro de masas fue programado
para realizar lecturas en un rango de 30 a 400 Da, en
intervalos de 0,5 s y energia de ionizacién 70 eV.

Se inyect6 en el GC 1,0 uL de aceite esencial bajo una
dilucién al 30% en diclorometano (HPLC). La iden-
tificacién de los componentes se realizé por compa-
racién de sus espectros de masas con los disponibles
en las bases de datos de espectroteca y también por
indices de Kovats (IK).

Aislamiento de R. solani. A partir de cultivos comercia-
les de papa se colectaron aislamientos de R. solani en
medio PDA. La identificacién de este microorganismo
se realizé con base en las caracteristicas morfolégicas.

Actividad biocida. La respuesta de sensibilidad in vi-
tro de R. solani se determiné mediante la técnica de
dilucién en medio de cultivo usada por Alvarez et al.
(2016) Se incorporé aceite esencial y tween 20 en una
relacién 1:1 (v/v) al medio de cultivo PDA previa-
mente esterilizado, el emulsificante se escogié debido
a que estudios previos no mostraron actividad inhibi-
toria sobre el blanco biolégico. Se sembré un disco de
micelio de 1,1 cm de didmetro obtenido con sacaboca-
do de aislamientos puros del fitopatégeno sembrados
8 d antes del ensayo.

Se establecieron tres ensayos para determinar la con-
centracién minima de aceite esencial que inhibe el
crecimiento de R. solani. Diluciones del ensayo 1: 10,
100, 1.000, 10.000 y 100.000 uL mL*; ensayo 2: 80,
85, 90, 95y 100 uL mL" y ensayo 3: 100, 110, 120, 130
y 140 uL mL"'. En cada ensayo se utiliz6 un disefio
experimental completamente al azar con quince repe-
ticiones. La unidad experimental correspondi6 a una
caja de Petri. Los tratamientos correspondieron a las
concentraciones definidas en cada ensayo y compa-
radas con el testigo absoluto que no fue enmendado.
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Se midié el crecimiento micelial mediante Tpsdig2
cada 48 h hasta completar las 192 h. Se utiliz6 la tem-
peratura 20°C para la incubacién. El célculo del por-
centaje de inhibicién (PH) se describe como:

DCC-DCT
DCC

PH = x 100 (1)

donde DCC corresponde al didmetro de la colonia
control, DCT didmetro de la colonia tratada (Ngu-
yen et al., 2009; Alvarez et al, 2016). Los valores
porcentuales se transformaron con la relacién arco-
seno(VPH/100) y se evaluaron mediante andlisis de
varianza con prueba de comparacién de medias de
Tukey (P=0,09).

Para el calculo de la concentracién efectiva cincuenta
(CEyy), se utilizé un andlisis de regresién lineal sim-
ple, tomando el porcentaje de inhibicién PH como
variable dependiente y los valores transformados con
logaritmo natural de la concentracién del aceite como
variable independiente. Se calcularon los coeficientes
de regresién, intercepcién de la recta, coeficiente de
determinacién y el error estandar de la estimacién, a
partir del modelo se estimé la concentracién que in-
hibe al 50%.

Finalmente, después de un periodo de evaluacién
de 192 h se definié la concentracién minima inhi-
bitoria (MCI) la cual fue la proporcién maés baja de
aceite esencial que inhibié el crecimiento visible del
fitopatégeno.

Anélisis morfométrico R. solani. Con el fin de evaluar
las posibles modificaciones en la forma del micelio de
R. solani, se usé el valor CEs,determinado previamen-
te para enmendar el medio de cultivo en comparacién
a un testigo sin aceite esencial. Los medios con el fito-
patdgeno se incubaron durante 192 h (20°C). Al cabo
de este periodo, se montaron ldminas de observacién
con azul de lactofenol como agente de tincién y se-
guimiento fotografico al microscopio 6ptico (40X)
para el registro.

Usando el programa informatico Image] se estimé el
contorno, didmetro y longitud de las hifas de R. sola-
ni. Con los puntos del contorno se realizé un analisis
morfomeétrico con Series de Fourier Elipticas, toman-
do veinte mediciones por placa para generar el ajuste
(Alvarez et al., 2016), a partir de los coeficientes del
anélisis eliptico se desarrollé un anélisis multivariado
para comparar el efecto del aceite esencial mediante el
indice de Shapiro Wilk’s (Alvarez et al., 2016; Medei-
ros et al., 2016).

Todos los andlisis estadisticos se desarrollaron con
ayuda del programa informético Statgraphics Centu-
rion XVI.

Identificacion de la fraccién activa del aceite. Para el
fraccionamiento del aceite esencial se utilizé la me-
todologia de cromatografia en capa fina reportada
por Moreira et al. (2011), con modificaciones pro-
puestas para esta investigacién. Se aplicé 0,75 uL de
aceite esencial de L. origanoides en una placa prepa-
rativa [2,5 X 6 cm, con fase estacionaria silica-gel
(60G F254)], para su separacién se utilizaron los
solventes Tolueno:Acetato de etilo, en una relacién
9:1 (v/v) como fase mévil. Se us6 paralelamente a la
inyeccién del aceite los estdndares comerciales timol
y carvacrol de la marca Sigma-Aldrich.

Las fracciones fueron identificadas mediante cons-
tantes Rf (Ratio of front), que expresan la posicién de
cada compuesto sobre la placa cromatogréafica como
la fraccién decimal, a través de la ecuacién:

L1

N7 @)

Rf =
donde L1 es la distancia recorrida por la muestra des-
de el punto de aplicacién hasta el frente del solvente

y L2 la distancia del frente del solvente (Nguyen et
al., 2009).

La fraccién activa del aceite esencial se determiné
mediante bioautograffa, para ello se usé el sistema
cromatogréfico descrito anteriormente, el cual fue se-
cado por 10 min para completar la eliminacién de los
solventes. Seguidamente se dispuso la placa en la caja
Petri y se cubrié con una capa fina de medio de culti-
vo para lo cual se empled un spray de vidrio disefiado
para esta investigacién (Nguyen et al., 2009; Plodpai
et al., 2013).

Para la inoculacién de R. solani se ubicaron discos de
agar de 1,1 cm de didmetro dispuestos a 20 mm de la
placa cromatogréfica y se incubé a 20°C por un perio-
do de 144 h, el montaje se repitié 20 veces.

La regién donde el patégeno no se desarrollé fue atri-
buida a la fraccién activa del aceite esencial. Esta frac-
cién fue aislada de la placa cromatografica mediante
raspado con espatula y lavado con diclorometano gra-
do HPLC. La solucién obtenida fue dispuesta en tu-
bos Eppendorf sometidos a centrifugacién 5.000 rpm,
el sobrenadante se identificé mediante GC-MS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil cromatografico de aceite esencial

Los rendimiento de extraccién de aceite esencial al-
canzaron 2,6740,05%. Se identificaron nueve com-
puestos con una proporcién relativa superior a 1% los
cuales representaron el 92,65% del aceite (Tab. 1). Es-
tos compuestos hacen parte del grupo de los terpenos,
los cuales son producto de la biosintesis del metabo-
lismo secundario de L. origanoides, sintetizados a par-
tir de la ruta del 4cido mevalénico en el citosol de la
célula, o mediante la ruta del metileritritol fosfato en
los cloroplastos para dar origen a la unién de isopreno
(compuestos 5 dtomos de carbono) (Dewick, 2002).

El compuesto mayoritario del aceite esencial fue ti-
mol en 60,7%, ademds se destacaron por su relativa
abundancia p-cimeno, y-terpineno y mirceno (Tab. 1).
Con referencia a las proporciones encontradas, fue
posible clasificar la muestra de orégano silvestre pro-
cedente de la zona del Alto Patia, identificada con el
cédigo TEA-001 (N°45202), como quimiotipo timol
entre las tres clasificaciones reportadas para L. origa-

Ademas, la proporcién de timol encontrada se refe-
rencia como una de las mayores a nivel experimen-
tal, solamente superada por el ecotipo COL519799
colectado por Ramirez et al. (2009) en Bucaramanga
(Santander, Colombia) con un porcentaje relativo
del 66%. Por tanto, se demuestra con los registros el
potencial del orégano silvestre para la obtencién de
timol como compuesto secundario a nivel industrial,
mds atin cuando este arbusto es endémico de la ecore-
gién del Alto Patia.

Actividad biocida del aceite esencial

Se present6 sensibilidad de R. solani frente al aceite
esencial de orégano silvestre a nivel in vitro; demostra-
do por el comportamiento en el porcentaje de inhibi-
cién (PH) del fitopatégeno y la diferencia estadistica
estimada (Tab. 2).

noides (Stashenko et al., 2010; Vicudia et al., 2010).

Tabla1. Compuestos mayoritarios identificados en el acei-
te esencial de L. origanoides por GC-MS.

No. IR Identificacion  Cantidad relativa (%)
1 990 Mirceno 5,70
2 1.015 a-Terpineno 2,12
3 1.024 p-Cimeno 8,85
4 1.028 Limoneno 113
5 1.058 v-Terpineno 6,30
6 1.304 Timol 60,7
7 1.308 Carvacrol 0,15
8 1.424 [3-Cariofileno 513
9 1.458 o-Humuleno 2,70

IR: indice de retencion de Kovats en columna DB-5 (J&W).

Tabla 2. Porcentaje de inhibicion (PH) de R. solani frente al
aceite esencial de L. origanoides a nivel in vitro.
Concentracion Porcentaje de inhibicion
(pL mL) de R. solani (%)

10 340a
100 828¢e
Ensayo 1 1.000 100 f
10.000 100 f
100.000 100 f

80 24,16 b

85 49,30 ¢

Ensayo 2 90 51,32 cd
95 59,57d

100 81,00e

100 82,50 e
110 100 f
Ensayo 3 120 100 f
130 100 f
140 100 f

El timol se referencia en distintos estudios como par-
te mayoritaria del aceite esencial de orégano silvestre
en proporciones que varfan entre 29,6 y 66%, atri-
buidas a las condiciones climaticas, altitud, época de
cosecha, estado de crecimiento de la planta, asi como
el método y las condiciones de extraccién del aceite
esencial (Vicuia et al., 2010; Arango et al., 2012; Sou-
zaet al., 2013; Ospina et al., 2016).

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segin la prueba
de Tukey (P<0,05).

El resultado de los ensayos permitié calcular el mode-
lo de regresién y=453,37x-830,63 con coeficiente de
determinacién R?=0,976 estableciendo la concentra-
cién CEsyen 88,94 uL mL . Por otro lado, al finalizar
las 192 h el tercer ensayo se determiné que la concen-
tracién de aceite esencial 110 uL mL! fue causante de
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la inhibicién de R. solani y por tanto se reporta como
la concentracién minima inhibitoria (MCI).

Otros aceites esenciales también han sido evaluados
sobre R. Solani sin encontrar los niveles de inhibicién
obtenidos con aceite de orégano silvestre. Por ejem-
plo, Khaledi et al. (2015) encontraron MCI de 850 uL
mL" con aceite de Mentha piperita L. y 1.200 uL mL™*
con aceite Bunium persicum B.Fedtsch. Igualmente,
Seema y Devaki (2010) determinan MCI de 1.000 L
mL" con el aceite de Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& L.M Perry.

Ademads, L. origanoides tiene reportes biocidas sobre
microorganismos de interés agronémico como P in-
festans (Arango et al., 2014; Alvarez et al., 2016), A.
solani (Alvarez et al., 2016), B. cinerea (Taborda et al.,
2015), Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh. (Bitta-
raet al., 2009), Fusarium oxysporum Schltdl. (Tangarife
et al., 2012) y Bipolaris maydis (Y. Nisik. & C. Miyake)
Shoemaker (Rodriguez y Sanabria, 2005), quienes re-
portan altos niveles de inhibicién micelial en pruebas
in vitro con reduccién en la incidencia y severidad de
la enfermedad 7n vivo. También estos autores coinci-
den en indicar la presencia de compuestos fendlicos y
terpenos en los extractos etandlicos del aceite esencial
de L. origanoides explicando la alta actividad biocida
sobre los organismos probados.

Analisis morfométrico de R. solani

Se observaron cambios degenerativos en las hifas so-
metidas a la accién biocida del aceite de L. origanoides
en comparacién con el control, a lo cual Marei er al.
(2012) indican que las caracteristicas lipofilicas por
contacto de los aceites esenciales le permiten entrar
al citoplasma de los microorganismos y causar altera-
ciones morfoldgicas.

Se encontraron diferencia significativa (P<0,05) en el
didmetro de estructuras hifales entre los tratamien-
tos. Se registraron didmetros de 3,12 um en las hifas
sometidas al aceite y 4,30 um en el testigo. Por el con-
trario, la longitud del cuerpo del hongo (hifa) para los
tratamientos no presentaron diferencias estadisticas
(P=0,36), aun cuando la longitud de la hifa de R. so-
lani sometida al aceite esencial presenté entre 4,47 y
5,50 um respecto al control que alcanzé 5,79 um.

Se destaca a nivel microscépico que las hifas del hon-
go en el medio control presentaron un menor ndmero
de septos (Fig. 1A), contrario a lo observado en el tra-
tamiento suplementado con aceite esencial en el cual
se registraron hasta tres veces mds divisiones de la
estructura (Fig. 1B). No fue posible establecer en otra
investigacién un comportamiento similar en la mor-
fologia de R. solani, sin embargo, teniendo en cuenta
la sensibilidad que mostré el microorganismo se sos-
pecha que esto se deba a una respuesta de defensa.

Para el anélisis de contorno, el indice de Shapiro Wilk’s
mostré diferencias altamente significativas (P<0,01)
entre los tratamientos, con ello se puede concluir que
el aceite reduce el 4rea y vigor del cuerpo del microor-
ganismo. Resultados similares fueron reportados por
Nguyen et al. (2009), Amini et al. (2012) y Plodpai et
al. (2013) al exponer R. solani a diferentes concen-
traciones de aceites esenciales, presentando cambios
morfolégicos en las hifas de este microorganismo,
ademds de ruptura de la membrana plasmadtica y des-
truccién mitocondrial.

Los resultados encontrados en la afeccién sobre la
morfologia del fitopatégeno fue irreversible, a dife-
rencia de los reportes de Nguyen et al. (2009), quie-
nes indican que bajas concentraciones de productos
boténicos evaluados pueden causar efectos reversibles
sobre el microorganismo.

Figura 1. Diferencias macroscopica y microscopica de R. solani a las 192 h de crecimiento, medio de cultivo PDA suplementado
con aceite esencial de L. origanoides. A y C = tratamiento control; By D = concentracion CE, (88,94 uL mL").

Vol. 12 - No. 3 - 2018



674

ALVAREZ-SANCHEZ / HURTADO-BENAVIDES / CHAVES-MORILLO / ANDRADE-DIAZ

0,51
04 Wilks” lambda: 0,0423
0,31

0,21

Eje 2

0,11

06 05 -04 -03 -02

0.1 0 01 02 03 04 05

Eje 1

control (1) y tratamiento con aceite (2).

Figura 2. Analisis morfométrico del contorno de las hifas de R. solani sometidas al aceite esencial de L. origanoides. Tratamiento

A nivel macroscépico la inhibicién en el crecimien-
to de R. solani, también presentd reduccién en el vo-
lumen micelial y ausencia de esclerocios respecto al
control (Fig. 1C). Se ha sugerido que los aceites esen-
ciales interfieren especialmente sobre la produccién
enzimdtica de los microorganismos, afectando los
procesos constitutivos y metabdlicos. Para el caso de
R. solani, Abd-El-Khair y El-Gamal (2011) proponen
que la capacidad de colonizacién y reproduccién del
fitopatégeno se ve afectada por la disminucién de ce-
lulasas y pectinasas.

Fraccion activa del aceite esencial de
L. origanoides

La separacion del aceite esencial de L. origanoides en
los folios cromatogréficos permitié la visualizacién
de cuatro fracciones identificables mediante luz ultra
violeta (A = 254 nm) con valores de relacién de fren-
tes R; para la fraccién 1 de 0,14; fraccién 2 de 0,33;
fraccién 3 de 0,60 y fraccion 4 de 0,74 (Fig. 3A).

Después de inocular el microorganismo sobre la placa
cromatogréfica se evidencid la restrincién del desarro-
llo en la tercera fraccién (R=0,60), lo cual se le atribu-
ye a la accién biocida mediante esta técnica (Fig. 3B).
Una vez determinado esto, se procedié a identificar la
fraccién a través de GC-MS y la comparacién del re-
corrido con el patrén quimico, dando como resultado
que el compuesto detectado fue timol.

El mecanismo de accién del timol en la actualidad
no se encuentra dilucidado totalmente, sin embargo

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

Figura. 3. Fraccion activa del aceite esencial de L. origanoi-
des. (A) fraccionamiento del aceite esencial me-
diante Cromatografia en Capa Fina, (B) fraccion
activa para R. solani.
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autores como Marei et al. (2012) y Souza et al. (2013)
han indicado que este afecta el intercambio de com-
puestos en la membrana citoplasmatica de los mi-
croorganismos, lo cual interfiere en procesos de
transduccién de sefales que afectan la funcién de al-
gunas proteinas a nivel sistémico. Los resultados en-
contrados por los anteriores autores también indican
que el timol causa cambios en la estructura y adhe-
sion celular, plasticidad del cuerpo y modificacién del
pH que originé un cambio en el contenido iénico de
la estructura.

Los dafnos ocasionados del timol a estos microorganis-
mos esta dirigido al citoplasma provocando cambios
en la organizacién general y pérdida de la integridad
del sistema estructural (membranas), lo que contri-
buye a la muerte de los blancos bioldgicos (Hoyos et
al., 2012), como se evidencié en esta investigacién.

Con la informacién obtenida es posible proyectar el
desarrollo de un bioinsumo que pueda integrarse en
los planes de manejo fitosanitario del cultivo de papa,
otorgando una nueva estrategia que reduzca el uso de
pesticidas sintéticos en la agricultura.

CONCLUSIONES

El aceite esencial de Lippia origanoides en condiciones
in vitro presentd actividad biocida sobre Rhizoctonia so-
lani, la concentracién 110 wL.mL"* causé la inhibicién
en el desarrollo del fitopatégeno evidenciando el po-
tencial como agente antiftingico natural.

La técnica de bioautografia permitié determinar que
el timol, componente mayoritario del aceite esencial
de L. origanoides (60,7%) confiere las caracteristicas
biocidas.

El anélisis morfométrico determiné que existen alte-
raciones en la estructura micelial de R. solani a causa
del aceite esencial de L. origanoides disminuyendo el
didmetro micelial y el drea de contorno.

Conflicto de intereses: el manuscrito fue prepa-
rado y revisado con la participacién de los autores,
quienes declaran no tener algiin conflicto de interés
que coloque en riesgo la validez de los resultados aqui
presentados.
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