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RESUMEN

En Narifio, el tizén tardio o gota de la papa, cdaspor Phytophthora infestans es la
enfermedad de mayor incidencia en el cultivo, pswacontrol los agricultores realizan
aplicaciones de diferentes fungicidas, representaceica del 20% de los costos de
produccion y provocando alta presion de seleccisengibilidad reducida. Con el objetivo de
evaluar tratamientos alternativos de la enfermedadvalué la respuesta de sensibilidad de
P. infestans al bioinsumo de fiqueFurcraea gigantea Vent), comparandolo con productos
comerciales Ridomil gof{Metalaxyl-M + Mancozeb), y Curzdte (Cymoxanil +
Mancozeb). Para esto, se utilizdO un disefio iramente al azar (D.l.A.) con arreglo
factorial, en donde el factor A correspondié a tiedamientos evaluados y el factor B las
diferentes concentraciones (10, 100, 1.000, 10.000,000 pg mt) enmendadas en el
medio de cultivo agar tomate. Asi, discos de noceé 1,1 cm de diametro fueron colocados
en las diferentes unidades experimentales; elmrento radialin vitro fue medido después
de 8 dias. Los resultados mostraron diferenciemmaltte significativas (Bx05) en los
tratamientos evaluados; se analizaron con la estmlaensibilidad de Shattock (1988),
mostrando que el aislamiento evaluado fue altams&umgeeptible a altas concentraciones del
extracto de fique, se calculd la concentraciontef@cincuenta (E€) obteniendo valores de
4,62 pg mL* para el producto Ridomil Gdtdy 4,31 pg mr* para Curzafg se exploré un
rango preciso para el bioinsumo: 10.000, 25.0000) 75.000 y 100.000 ug miL
definiendo una E de 8.912 pug mty una concentracién capaz de inhibir el crecimiénto
vitro en 75.000 pg nik, estos valores se convierten en estimativos pa@ailo de la dosis
de aplicacion del extracto de fique en el contelghtogend?. infestans en condiciones de
campo.

Palabras clave:Extracto vegetal, tizon tardio, pag@l@num tuberosum L.).
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ABSTRACT

The different concentrations In Nariio Departmetite potato late blight caused by
Phytophthora infestans is the major disease incidence in the crop, ®icdntrol farmers are
making applications of different fungicides, repmetsng about 20% of production costs and
resulting in high selection pressure and reducedisety. In order to evaluate alternative
treatments for the disease, the sensitivity respai®. infestans to sisal extractRurcraea
gigantea Vent) was evaluated, compared to commercial prisde@omil gold® (Metalaxyl-

M + Mancozeb) and Curzate® (Cymoxanil + Mancozelo)etules. For this, agar culture
media were amended with different concentrationplaft extract and fungicides. Random
unrestricted design with factorial arrangement wsed. The A factor belonged to treatments
and B factor were the different concentrations (@, 1.000, 10.000, 100.000 pg MLSo,
mycelial discs of 1.1 cm in diameter were placedifferent experimental units, the in vitro
radial growth was measured after 8 days. The eshlbwed highly significant differences (P
<0.05) in the treatments evaluated and then wesdyzed with the sensitivity scale of
Shattock (1988), showing that the isolate evaluaiedhighly susceptible to high
concentrations of sisal extract. In addition, fifiteeth effective concentration (Eg) were
calculated obtaining values of 4.68.L™ for the product Ridomil Gold®, 4.3jg.L™ for
Curzate®, finally, a precise range for the extggant were explored: 10.000, 25.000, 50.000,
75.000 and 100.000g.L, defining an EG, of 8.912ug.L™* and concentration to inhibit the
growth layers in vitro by 75.000 pg nilthese values are converted into estimates to the
calculation of the sisal extract dose applicatinrthie control of the pathoge® infestans
under field conditions.

Key words: Extract plant, late blight, pota{8olanum tuberosumL.).



INTRODUCCION

La “gota o tizén tardio” causado por el patég&hgtophthora infestans (Mont.) de Baryse
constituye en el agenfaopatoldégico mas perjudicial de la pa@ol@num tuberosum L.) en

las zonas humedas del mundo (Proinpa, 2006). Eon@ih se reporta como el limitante de
mayor incidencia en el cultivo (Salazar, 2000; &@&sty Castro, 2006; Jaramillo, 2004),
debido principalmente a condiciones climaticas fabtes para el desarrollo del patégeno y a
la siembra de materiales altamente susceptiblesp das variedades Diacol Capiro, Parda
Pastusa, ICA Nevada y Tuquerrefia (Jaramillo, 20B4)e patdgeno es el responsable de
pérdidas econdmicas de consideracion, limitandodduccion de la papa, puesto que, al no
realizarse una adecuada estrategia de manejcérdislgs pueden oscilar entre el 70 y 100 %

de la produccion (Cevipapa, 2002).

El manejo de este problema fitosanitario se furetdenen el uso de productos sintéticos, en
donde los agricultores realizan aplicaciones cale@adcon moléculas protectantes como
Mancozeb y sistémicos con productos a base de dgtdll y Cymoxanil de manera
intensiva (Castafio y Cast@006; Martinez y Osorio, 2007). El uso indiscriedo de estos
productos actuando en el mismo sitio de accionrbieogando una alta presion de seleccion y
sensibilidad reducida del patogeno (Salazar, 2@¥refioet al., 2006; Pérez y Forbes,
2008; Garciat al., 2008), sumado a esto, se destaca la contaminaorésupresidualidad y
acumulacion en suelos, plantas, animales y ensghmhombre, lo que ocasiona alteraciones

en los procesos bioquimicos normales y por taméyes enfermedades (Brastoal., 2000).

Como posible solucién a esta problematica algunt®es han reconocido de los extractos de
diferentes especies de plantas sus propiedaderifiagy cualidades que han generado gran

interés por sus resultados promisorios en labacatomvernadero (Castafio y Cast?006).



Hay que destacar que existe una vasta diversidagbspiecies vegetales con propiedades de
interés para la investigacion, de la cual menos1@8b de la poblacion vegetal ha sido

evaluada en la busqueda de actividad biologicavigya2000).

Productos conocidos como bioinsumos definidos pémséituto Colombiano Agropecuario-

ICA (1995), como extractos de metabolitos secundate plantas cuyos principios activos se
han confirmado en la practica como plaguicidas, somsiderados por Castafio y Castro
(2006) como alternativas ambientalmente benignaspgeden constituirse a futuro como un
meétodo sostenible, competitivo y equitativo paranahejo integrado de patdgenos, entre los

cuales se encuentPinytophthora infestans.

En papa criolla se han utilizado extractos de &biym sativum L.) y ajenjo Artemisa
absinthium L.) que parecen tener un efecto de reduccion sevaridad de la enfermedad del
tizon tardio (Castafio y Castro, 2006). Cao y VaagBen (2001) evaluaron 88 extractos
vegetales distribuidos en 44 familias botanicasnaado la capacidad de inhibir la formacion
de zoosporas y crecimiento vitro del patogend. infestans, en este estudio 19 extractos
eran eficientes para la reduccion de ambas vasialf\si mismo, extractos d€ereus
deficiens Otto & D. (Zapataet al., 2003), Cassia tora L. (Kim et al., 2004) Bazzania
trilohata L., Diplophyllum albicans L. (Mekuriaet al., 2005) yCatalpa ovata G. (Choet al.,

2006) mostraron cierta inhibicion del patégenowehile laboratorio.

Preciado y Rangel (2006) y Rojas (2008), realizaproximaciones en la evaluacion del
potencial quimico que tiene el jugo de figue eraitrol deP. infestans, encontrando que
esta especie suculenta del gérfeuocraea spp utilizada principalmente en la extraccion de

fibras, presenta cualidades fungicidas que pueglentidizadas en el manejo de este problema



fitosanitario, ya que posee propiedades tensoactpiaguicidas y presenta contenidos de
esteroides naturales entre los que se han enconsaubninas y fitoesteroles (Gémez y
Vanegas, 2001), componentes que pueden interabuaw limitantes en el crecimiento del

patogeno.

Hay que destacar que, de la planta de fique sol@msenaprovecha la cabuya (fibra natural),
la cual representa el 4% del peso de la hoja. lessdwos del proceso de extraccion

constituyen el 96%, siendo el jugo de fique el mgwesentativo con el 70% del peso total,
este residuo liquido al carecer de un manejo adecoeasiona problemas de contaminacion
hidrica afectando la ictiofauna de las quebradasdysponibilidad del recurso hidrico para el

consumo humano y animal (Mojica y Paredes, 20@)epde, la transformacion de este sub
producto en un bioinsumo que pueda integrarse easguema de manejo integrado de la
enfermedad del tizon tardio en el cultivo de lagpguede convertirse en una solucion a la

problematica ecoldgica y de manejo agroecolégit¢patdgend. infestans.

El objetivo del trabajo fue evaluar la respuestaseesibilidad del patdgenehytophthora
infestans al bioinsumo de fiqueHurcraea gigantea Vent.) comparandolo con productos
comerciales Ridomil goftd(Metalaxyl + Mancozeb) y Curz&téCymoxanil + Mancozeb), asi

como el calculo de la concentracion efectiva cinta&Gg a nivelin vitro.



MATERIALES Y METODOS

El presente ensayo se desarrolld en el laborattgiditopatologia de la Universidad de
Narifio, ubicado a una altura de 2.488 msnm, contem@eratura promedio de 14° C y una

humedad relativa del 70%.

Aislamiento de patégenoPhytophthora infestans. El aislamiento del patégeno se realizo
siguiendo la metodologia descrita por Agrios (20@2pajando a partir de muestras de tejido
de papa afectado colectado en un lote experimarialado en el corregimiento de
Catambuco, Vereda Cubijan bajo, Municipio de Pdbtarifio), en el cual no se realiz
ninguna aplicacion de productos sintéticos paostrol de la enfermedad, este material fue
llevado al laboratorio de fitopatologia de la Umsidad de Narifio, el cual se cortd en
pedazos pequefios (5mm x 5mm), se desinfecté cartlbifio de sodio al 3% por dos
minutos y enjuagados en agua destilada duranteinuton este material se sembr6 en cajas
de Petri con medio nutritivo agar tomate (agar 18agarosa 18 g, carbonato de calcio 0,5 g,
solucion madre tomate 200 mL, solucion madre arefamL, agua destilada 600 mL; para 1
litro de medio de cultivo) de acuerdo al protocplmpuesto por Caicedo y Chalparizan
(2008) y purificandose por transferencia continuauavas cajas de Petri hasta obtener una

colonia pura dé. infestans.

Obtencién del bioinsumo de fique.Hojas de figue de la variedad “negra comUgrtrcraea
gigantea Vent.), recolectadas en el Municipio de El Tamar{fio), fueron transportadas a la
planta piloto de la Universidad de Narifio, en dosderocedio a realizar la extraccion del
jugo mediante un molino de rodillos y posteriotréiio por medio de cedazos artesanales de
lona. Por altimo, el jugo fue centrifugado a 5.0pth por un lapso de cinco minutos con el
objeto de eliminar el total de sustancias sélidasgntes; la fraccidon final fue colocada en
beakers y fermentada de manera anaerébica a uparanora constante de 33°C, obteniendo

sub muestras de 30 mL del bioinsumo, al cuartaldifermentacion.



Disefio Experimental. Se utiliz6 un disefo irrestrictamente al azar @)l.con arreglo
factorial, donde el factor A correspondio a lodamaientos: bioinsumo de fique, Ridomil
Gold® (Metalaxyl-M 4% y Mancozeb 64%), Curz&téCymoxanil 8% y Mancozeb 64%) y
un testigo absoluto; El factor B hace relacion rec@iconcentraciones evaluadas: 10, 100,
1.000, 10.000 y 100.000 pg MLLa unidad experimental consistié en una cajaetd,Ron

cinco repeticiones, para un total de 95 unidadpsraxentales.

Sensibilidad del patégendhytophthora infestans. El comportamienton vitro del patégeno

se determino por medio del crecimiento radial dectdonias dé. infestans, para esto, discos
de micelio de 1,1 cm de diametro del patdégeno addsrcon sacabocado, fueron establecidos
en cajas de Petri con medio agar tomate enmendaudos diferentes tratamientos, cada
unidad experimental fue evaluada mediante el progrgrafico Tpsdig2 (Rohlf, 2005)

después de un periodo de incubacion de 8 diaspeetatara promedio de 18°C.

Se determind el porcentaje de crecimiento utilipaladrelacion propuesta por Rivergsal.,

(2003).

o _ DMCM —11em

DMCA x 100

Donde: PC = porcentaje de crecimiento; DMCM = dikmenedio de colonia creciendo en el
tratamiento; 1,1 cm = diametro del cilindro con atic; y DMCA = didmetro medio de
colonia sin enmendar. Con base en el porcenta@abémiento se determind la sensibilidad

del aislamiento evaluado mediante la escala proppes Shattock (1988), en donde:



Sensibles (S): Menor del 10% del crecimiento estigo
Intermedio (I): Entre 10 y 60% del crecimiento tidtigo

Resistente (R): Mayor del 60% del crecimiento dstigo

Los datos obtenidos se analizaron mediante unsedi varianza y prueba de comparacion
de medias LSD de Fisher a un nivel de significadeied,05 mediante el programa estadistico

Statgraphics® (2000).

Determinacién de la concentracion efectiva cincueat (ECso). Se realizé un analisis
estadistico para determinar la concentracion efectpaz de inhibir el 50% del crecimiento
radial (EGo) tanto para el bioinsumo de figue como para loslpetos sintéticos comerciales.
Estos valores se calcularon con base en una régréseal obtenida de la respuesta del
crecimiento radial promedio de las cinco repetiemrias cuales fueron graficadas contra las

dosis (logaritmo de la concentracion de tratamiefRoveros ¢al., 2003).



RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis del efecto en el crecimiento del patdge. infestans en el medio de cultivo agar
tomate enmendado con el bioinsumo de fique y lodymtos sintéticos, indican que existen
diferencias altamente significativas_(P&1) entre los tratamientos y las concentraciones
evaluadas respecto al testigo absoluto. La aceitfiiagica fue evidente en el desarrollo del
experimento, puesto que, se redujeron los poreanéaj el crecimiento micelial del patdgeno
con el aumento de la dosis en cada uno de losriextéos evaluados (Tab. 1), a partir de la
concentracién 100 pg riL para el bioinsumo de fique y 10 pg thipara los productos
sinteticos con moléculas Metalaxyl-M + Mancozebwyr@xanil + Mancozeb. La evaluacion
de la sensibilidad del patégeno se realizé medinescala propuesta por Shattock (1988),
puesto que permiti6 determinar el comportamiento Rleinfestans, basandose en el
crecimiento micelial relativo en presencia de losdpctos restrictivos considerando el

crecimiento de un testigo absoluto (sin enmendar).

Los fungicidas utilizados como comparadores antdi@hsumo de fique, mostraron un
comportamiento similar en el total de evaluacioeadizadas, se destaca que la concentracion
mas baja evaluada 10 pg thlcausara una reduccién en el crecimiento promeeio d
patégenoP. infestans del 87% para el producto Ridomil G8lg/ 83% para el producto
Curzat€, indicando un comportamiento de sensibilidad imtstia en esta concentracion.
Ademés, se observa un efecto fungistatico paradasentraciones 100 y 1.000 pg ™ide

los productos comerciales, con porcentajes derorecto entre el 9,3 y 4,2% y una respuesta
de sensibilidad al grupo de las fenilamidas y aaetamida-oximas. Cabe destacar que, a
partir de la concentracién 10.000 ug flambos productos inhibieron completamente el

crecimiento del patégeno, confirmando una accidgiftida a niveln vitro.



Tabla 1. Actividad antifungica del bioinsumo de figue y productos sintéticos sobre el

patogenoPhytophthora infestans

Concentraciones Crecimiento medio  Porcentaje de Actividad
(ug mL™) micelial (cm) crecimiento (%) antifUngica**
Bioinsumo de fique
0 5,42a* 100 -
10 5,25a 80,5 Ft
100 5,04b 72,9 Ft
1.000 4,25c 58,3 Ft
10.000 2,28d 21,8 Ft
100.000 Oi 0 Fg
Curzate® (8% Cymoxanil + 64% Mancozeb)
0 5,422 100 -
10 1,98e 16,3 Ft
100 1,44h 6,2 Ft
1.000 1,04h 4,2 Ft
10.000 Oi 0 Fg
100.000 Oi 0 Fg
Ridomil Gold® (4% Metalaxyl + 64% Mancozeb)
0 5,42a 100 -
10 1,791 12,7 Ft
100 1,609 9,3 Ft
1.000 1,03h 4,3 Ft
10.000 Oi 0 Fg
100.000 Oi 0 Fg

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

En esta evaluacion se encontré una alta eficiedeilms fungicidas comerciales para reducir

el crecimiento dd°. infestans, sin embargo, no fue posible comparar estos exhgdtcon la

mayoria de trabajos de sensibilidad a las moléddktalaxyl y Cymoxanil, puesto que, no se

utilizé el ingrediente activo en las evaluacionealizadas en grado técnico. Garefaal.,

(2008) indican que, al

incluir moléculas princigaleon caracteristicas sistémicas

acompafadas de un fungicida protectante, se puediicir a un efecto de enmascaramiento

que dificulte la lectura de la accién directa deflngicidas sistémicos.



En cuanto a la evaluacion del bioinsumo de fiduardraea gigantea Vent.), se determino
gue, el extracto fermentado de esta agavaceaedfent® en la inhibicién del patégeRo
infestans a nivelin vitro (Fig. 1), causando una reducciéon en el promedioréeimiento del
27,1% con la dosis 100 pg MLy una clasificacion en la escala de sensibilidedhattock
(1988) como resistente (superior al 60% en rela@briestigo absoluto), pero que, se
incrementa en 41,7% y 78,2% en las concentracibi®&® y 10.000 pg mt del bioinsumo
con clasificacion de sensibilidad intermedia. Nstahte, cuando el medio de cultivo fue
enmendado con la proporcién mas alta del bioinsL@@000 pug mt: fue evidente el efecto
de este en la sensibilidad del patégeno, al inhdtalmente el crecimiento micelial vitro
obteniendo el mismo efecto producido por los premsiRidomil Gold y Curzat& aplicados

en la misma concentracion (Fig. 2), estos resultgoleeden ser explicados por la gran
proporcion de metabolitos secundarios presentes emtracto de esta agavacea (Gémez y
Vanegas, 2001; Preciado y Rangel, 2006). Estoshmiléttzs, formados a través de las rutas de
obtencién de los metabolitos primarios y por prosekioguimicos ayudados por enzimas
provenientes de cadenas de oxidaciones y redusgidran demostrado tener una fuerte

actividad antibacterial y antifingica (Sanabria83;9verpoorte y Memelink, 2002).

Testigo absoluto 1.000 pg mr* 10.000 pg mt 100.000 pg mt

Fig 1. Sensibilidad del patogen®. infestans al bioinsumo de fique (0-100.000) pg mt



Rojas (2008), caracteriz6 fisicoquimicamente elojule fique Furcraea gigantea Vent.)
determinando la presencia de alcaloides y sapomieaso de los metabolitos secundarios
importantes en esta planta. Fuertes y colaborad©®88), indican que la accion antifungica
de los alcaloides presentes en un extracto vegethia deberse a la presencia de nitrégeno
en su estructura como amina o amida infiriendolatesarrollo del patdbgeno a evaluar. Asi
mismo, Preciado y Rangel (2006), en estudios dsilsédad deP. infestans utilizando
saponinas, encontraron inhibicion del crecimientcetial, aludiendo esta respuesta a la
desactivacion de la sintesis de varias enzimayel de la célula y del metabolismo del

oomyecete.

Crecimiento (cm)

Testigo

C10pg mL!
B10pg ml.!

M10 pg mlL-t
C100pg mlt
MI100 pg ml!
B100 pg mL-!

21,000 ug mL-!
M1.000 pg mL!
B1.000pg mlL!
210,000 pg mL! l
M10,000 pg mL.-! .
B10.000 pg ml.!
2100000 pug ml! .
M100.000 pg mlL! .
B100.000 pg mL-! .

*(C=Curzate®; M=Ridomil Gold*®; B= Bicinsumo de fique.

Figura 2. *Crecimientoin vitro del patégendPhytophthora infestans en los diferentes

tratamientos.

Rodriguez y colaboradores (2000), plantean quetiagidad de los extractos no solo se debe a

la presencia sino también a la concentracion denakymetabolitos que se identifiquen en el



analisis quimico cualitativo y se les atribuya pedpdes antimicrobianas, de ahi que se
explique el comportamiento de las concentracionés tmajas 10 y 100 pg niLdel

bioinsumo de fique la cuales no afectan el crecitiin vitro del patdgeno.

Finalmente, se exploré un nuevo rango para ehrtriginto del bioinsumo de fique, entre
10.000 ug mt* y 100.000 pg mt, la primera corresponde a la concentracion e se

obtuvo una respuesta de sensibilidad intermediaidiimiento y la ultima aquella en la cual
se inhibi6 totalmente el crecimiento del patéget@ {00, 25.000, 50.000, 75.000 y 100.000
ng mLY (Fig. 3), los resultados demostraron la necesiaddicionar una dosis alta del
extracto para generar un efecto fungistatico o ifudg con relacion en los productos

sintéticos, reflejado en los valores desgEC

10.000 pg mt 25.000 ug mt* 50.000 ug mt* 75.000 ug mt*

Fig 3. Sensibilidad del patogend®. infestans al bioinsumo de fique (10.000 — 100.000 pg ML

El célculo de la concentracién capaz de inhibagirtuenta porciento del crecimiento (&)Ca
nivel in vitro, para el bioinsumo de fique correspondié a 8.912mig* (R* = 0,982)
comparado con valores tan bajos como 4,02 ug pdra el producto Ridomil gdtdsimilar

al reportado por Garcia y colaboradores (20089¢ fg mL* para el producto Curz&teesta
diferencia entre el tratamiento vegetal y los paids comerciales que presentan un caracter
sistémico con accidén protectante, curativa y ecate exclusiva para el control de

Oomycetes, obedece al hecho que el extracto de igusu composicion presenta 85% de



humedad y tan solo el 8% del volumen total repitasknparte organica y amorfa (MADR,
2006), en la cual se encuentra los principios ast(netabolitos secundarios) reportados por
los diferentes autores como antifingicos, por leror el tratamiento vegetal en el total de

concentraciones presento sierta desventaja absggarado con los productos comerciales.

La evaluacién del efecto del bioinsumo en el priesseango de concentracion (Fig. 3)
permitié determinar, que al enmendar el medio dévowcon 75.000 pg mt del tratamiento,

se inhibe totalmente el crecimiento micelial vitro del patdgeno, determinando asi, la
concentracion letal del bioinsumopnvirtiendose junto al Eg en un estimativo para el

calculo de la dosis de aplicacion en campo deletdr en el control de la enfermedad del
tizon tardio de la papa, convirtiendose en unatieafuente, no solo por la diversidad en la
composicion quimica que posee, sin0 por su acddlddgica y su caracter menos nocivo

sobre el medio ambiente.



CONCLUSIONES

* Bajo condicionesn vitro, se demostré que el extracto fermentado de la mEspec
Furcraea gigantea Vent. presenta un efecto de inhibicion ante elogeno
Phytophthora infestans a una concentracién de 75.000 pg Tnlcausando una

respuesta similar a la obtenida por los fungicglsmicos evaluados.

« Se propone el célculo de la &@8.912 pg mL) y la concentracién letal (75.000 pg
mL™) como un estimativo para la determinacién de kisden campo del bioinsumo
de fique en un programa de manejo integrado deftxreedad del tizon tardio (gota

de la papa).
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