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Resumen

Introduccion. Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, es considerado el agente causal de una de las enfermedades
mds devastadoras y limitantes de cultivos de papa (Solanum tuberosum L.) en el departamento de Narifio (Colombia).
Esta enfermedad es controlada con fungicidas sistémicos, los cuales tienen un impacto negativo sobre el ambiente e
incrementan los costos de produccidn, sin embargo, existen alternativas como los denominados fungicidas orgdnicos,
los cuales se basan en el uso de extractos de plantas con propiedades antiftingicas para el control del patégeno.
Objetivo. Evaluar extractos acuosos de O. vulgare y L. origanoides para el control de P. infestans bajo condiciones
in vitro. Materiales y métodos. La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de microbiologia del grupo
de investigacion en Genética y Evolucién de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, durante
el aflo 2017. Se evalud la sensibilidad in vitro de P. infestans frente a extractos de las especies botdnicas Lippia
origanoides (orégano silvestre) y Origanum vulgare (orégano comtun). Resultados. Los datos obtenidos permitieron el
establecimiento de la linea base de comportamiento de las poblaciones del patégeno frente a los compuestos evaluados,
hubo una reduccién gradual tanto en el crecimiento como en la esporulacién cuando se empled el extracto de Lippia
origanoides y que este mismo tiene la capacidad de controlar el patégeno en concentraciones de 100 mg ml'. Con el
empleo de Origanum vulgare los aislamientos de P. infestans presentaron diferentes niveles de sensibilidad al compuesto
con bajos niveles de inhibicién y altos valores de EC-50. Conclusion. Los aislamientos de P. infestans presentaron
diferentes niveles de sensibilidad frente a los dos extractos acuosos evaluados, con una reduccion del 100 % en la
inhibicién del crecimiento radial y la esporulacién a partir de la concentracién de 100 mg ml', cuando se emple6 el
extracto de L. origanoides.

Palabras clave: extractos vegetales; tizon tardio, orégano, Solanum tuberosum, fungicidas orgdnicos.
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Abstract

Introduction. Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, is considered the causative agent of one of the most
devastating and limiting diseases of potato crops (Solanum tuberosum L.) in the Narifio department (Colombia).
This disease is controlled using systemic fungicides, which have a negative impact on the environment and increase
production costs, however, there are alternatives like the organic fungicides, which are based on the use of plant
extracts with anti-fungal properties for the control of the pathogen. Objective. To evaluate aqueous extracts of
0. vulgare and L. origanoides for the control of P. infestans under in vitro conditions. Materials and methods.
This research was carried out in the Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of
Tropical Organisms (GENPAT) of the Universidad de Narifio, during 2017. The in vitro sensitivity of P. infestans
against extracts of botanical species Lippia origanoides (wild oregano) and Origanum vulgare (common oregano)
was evaluated. Results. The data obtained allowed the establishment of the base line of behavior of the pathogen
populations against the evaluated compounds, there was a gradual reduction in both the growth and sporulation when
the Lippia origanoides extract was used and that this same has the capacity to control the pathogen in concentrations
of 100 mg ml"'. With the use of Origanum vulgare the P. infestans isolates showed different levels of sensitivity to
the compound with low levels of inhibition and high values of EC-50. Conclusion. The P. infestans isolates presented
different levels of sensitivity against the two aqueous extracts evaluated, with a reduction of 100 % in the inhibition
radial growth and sporulation from the concentration of 100 mg ml"', when the extract was used of L. origanoides.

Keywords: plant extracts, late blight, oregano, Solanum tuberosum, organic fungicides.

Introduccion

La gota o tizon tardio es una de las enfermedades mds devastadoras de cultivos de papa (Solanum tuberosum
L.), su agente causal, el oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary posee una alta plasticidad genética
y altos niveles de virulencia (Silva et al., 2009). La presencia del patégeno en este cultivo ha causado pérdidas
econdmicas de hasta el 100 % y su incidencia se atribuye a la siembra de material susceptible, la disponibilidad de
fuentes constantes de indculo en campo y la ubicacion de sus hospederos en regiones ambientalmente favorables
para el establecimiento del patégeno (Garrett et al., 2001; Garcia et al., 2008).

En Colombia y, especialmente en el departamento de Narifio, uno de los cultivos que mds aportan al sector
econdmico es la papa, debido a que es el segundo cultivo con mayor drea sembrada (19 046 ha), con una produccién
de 398 851,47 t para el afio 2018 (Red de Informacién y Comunicacién del Sector Agropecuario de Colombia,
2018) y uno de los productos mds importantes de las zonas altas de la region. Sin embargo, pese a la importancia
del tubérculo en el sector productivo, econémico y social, ademds de su alto potencial de comercializacion, los
agricultores se enfrentan a problemas fitosanitarios que se traducen en bajos rendimientos de las cosechas con
pérdidas anuales de hasta el 40 % (Santa et al., 2018) y altos costos de produccidn, debido a que no se cuenta con
un plan de manejo integrado y sostenible para el control del patégeno.

Las medidas de prevencion y control que se toman en los cultivos de papa frente a la gota o tizén tardio, se han
orientado a la destruccion de fuentes iniciales del indculo, la siembra de semilla certificada y la aplicacion de fungicidas
(Rivera et al., 2010); sin embargo, el manejo de plagas y enfermedades requiere una entrada extremadamente alta de
pesticidas (Santa et al., 2018), que generan problemas medioambientales y provocan el desarrollo de nuevos genotipos
del patégeno con sensibilidad reducida a las moléculas, lo que mds dificil su control.

De acuerdo con esta problemdtica y con perspectivas hacia un manejo sostenible del cultivo, es necesario
plantear alternativas para optimizar el manejo integrado de la enfermedad. Con este fin, se han investigado
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diferentes sustancias de origen bidtico y abidtico como posibles soluciones amigables con el ambiente que permitan
el manejo de enfermedades. Una de las estrategias que se ha utilizado en torno a esta temdtica es el manejo
sostenible de plagas y enfermedades, donde se busca la implementacion de un conjunto de précticas integrales entre
las que se incluye el uso de biopreparados, los cuales se clasifican teniendo en cuenta su forma de accién como
bioestimulantes, biofertilizantes, bionsecticidas o biofungicidas (International Panel of Experts on Sustainable
Food Systems / Food and Agriculture Organization, 2010).

Bajo este contexto, el uso de extractos vegetales y, especialmente, de algunos de sus compuestos orgdnicos,
puede ser un método muy atractivo para el control de enfermedades. Es asi{ como algunas investigaciones han
centrado sus esfuerzos en el estudio de las propiedades antiftingicas de extractos de especies botdnicas, los cuales
han generado gran interés por sus resultados a nivel in vitro e in vivo (Dakole et al., 2016; Mohsan et al., 2017;
Nagar et al., 2017; Debjani et al., 2018) para el desarrollo de los llamados fungicidas orgdnicos o biofungicidas.
En los casos particulares de Lippia origanoides y Origanum vulgare, se han reportado la presencia de compuestos
fendlicos naturales, entre los que se encuentran timol y carvacrol, considerados como posibles agentes antifingicos
y antibacterianos (Ardmbula et al., 2019). Este tipo de estrategias permiten al agricultor un mejor aprovechamiento
de las alternativas agroecoldgicas y menores requerimientos de control con insumos quimicos.

Los mecanismos de accion de los monoterpenos timol y carvacrol atin no han sido completamente dilucidados;
sin embargo, se conoce que la presencia y la posicion de un grupo hidroxilo en la estructura del compuesto puede
estar relacionada con su actividad antiftingica (Ultee et al., 2002; Numpaque et al., 2011; Wang et al., 2019).
Adicionalmente, se conoce que dichos grupos hidroxilo son indispensables en el establecimiento de enlaces de
hidrégeno y en la liberacion de protones (Ultee et al., 2002). Se ha reportado que pueden estar involucrados en
la ruptura de la membrana por compuestos lipofilicos, afectar la homeostasis del pH y gradientes de K*, lo que
da como resultado un desequilibrio hidrico, reduccién de ATP intracelular y muerte celular (Ahmad et al., 2011;
Arambula et al., 2019).

Debido a que las especies botdnicas Lippia origanoides y Origanum vulgare presentan actividad antimicrobiana
asociada con la presencia de compuestos aromdticos y grupos fendlicos (Garcia-Camarillo et al., 2006; Betancur-
Galvis et al., 2011), ademds del aprovechamiento de especies vegetales que se encuentran en estado silvestre como
es el caso del L. origanoides; se planteé como objetivo de esta investigacion evaluar extractos acuosos de O.
vulgare y L. origanoides para el control de P. infestans bajo condiciones in vitro.

Materiales y métodos
Localizacion

El estudio se realiz6 durante los afios 2016 y 2017, en el laboratorio de microbiologia del grupo de investigacién
Genética y Evolucién de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, ubicado en el municipio
de Pasto, Nariflo, Colombia, con una altitud de 2527 msnm, temperatura promedio de 13,8 °C, precipitacion anual
de 1273 mm y humedad relativa promedio del 73 %.

Disefio experimental

Para la evaluacion de susceptibilidad se emple6 un diseflo completamente al azar con cuatro tratamientos, tres
réplicas técnicas y tres repeticiones bioldgicas. Las pruebas in vitro se realizaron con diecinueve aislamientos de
P. infestans procedentes de cultivos de Solanum tuberosum y Solanum phureja en las zonas productoras de papa
del departamento de Narifio, de las cuales hacen parte del cepario del grupo de investigacion GENPAT (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Informacidn sobre los aislamientos P. infestans utilizados en el estudio de extractos acuosos de O. vulgare y L. origanoides
para el control de P. infestans bajo condiciones in vitro. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en Genética y
Evolucidon de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Table 1. Information about P. infestans isolates used in the study of aqueous extracts of O. vulgare and L. origanoides for the control of
P. infestans under in vitro conditions. Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms
(GENPAT) of the Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Codigo aislamiento Localidad Hospedero
SPP031 Pasto S. phureja
SPTO056 Tuquerres S. phureja
STAO078 Aldana S. tuberosum
STAO083 Aldana S. tuberosum
STA084 Aldana S. tuberosum
STA157 Aldana S. tuberosum
STGO75 Guachucal S. tuberosum
STG100 Guachucal S. tuberosum
STIO03 Ipiales S. tuberosum
STIO06 Ipiales S. tuberosum
STI1S55 Ipiales S. tuberosum
STI168 Ipiales S. tuberosum
STPO39 Pasto S. tuberosum
STPO41 Pasto S. tuberosum
STP046 Rio Bobo S. tuberosum
STP062 Pasto S. tuberosum
STPO67 Pasto S. tuberosum
STP115 Pasto S. phureja
STT162 Tuquerres S. tuberosum

Obtencion del extracto vegetal

El material vegetal de O. vulgare se obtuvo de huertas caseras ubicadas en el municipio de Pasto. En el caso de
L. origanoides, la colecta se realiz6 en un drea subxerofitica en Alto Patfa, Narifio, donde las plantas se encontraban
en condiciones silvestres. Una vez colectadas las hojas, se transportaron al laboratorio donde se procedié a realizar
el secado del material a temperatura ambiente durante diez dfas.

Para la obtencién de los extractos acuosos, se pesaron 20 g de material vegetal y se dispusieron en un
Erlenmeyer de 500 ml que contenian 200 ml de agua destilada, los matraces fueron sellados con tapones de algodon
y esterilizados en autoclave durante 45 min a 121 °C (latm). Posteriormente, el liquido fue filtrado empleando tres
capas de gasa estéril, el volumen obtenido se llevé a ebullicion hasta obtener un volumen aproximado de 20 ml. Los
extractos se centrifugaron para eliminar los residuos y se esterilizaron nuevamente en autoclave durante 20 min a
121 °C (1atm); finalmente, los extractos se almacenaron a 4 °C (Widmer & Laurent, 2006).

Sensibilidad in vitro de P. infestans a extractos vegetales

Los dos extractos vegetales se evaluaron con base en la metodologia del medio de cultivo envenenado
(Ochoa-Fuentes et al., 2012) y de diferentes concentraciones calculadas a partir de una escala logaritmica (0,1,
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1, 10 y 100 mg ml"). Para la obtencién de las concentraciones, se empled el bioinsumo a una concentracién de 1
g ml'y, posteriormente, se realizaron las diluciones empleando como solvente el medio de cultivo hasta obtener
las concentraciones deseadas. Todos los ensayos contaron con un control negativo, el cual consistié en medio de
cultivo sin suplementar con extracto vegetal.

Un disco de 5 mm se extrajo de la zona activa de crecimiento de cultivos de diez dias de P. infestans y se
ubico en el centro de cada caja petri que contenia agar tomate—arveja previamente suplementado con el extracto
vegetal. Una vez efectuada la inoculacidn, las cajas petri se sellaron y se mantuvieron a temperatura ambiente y
oscuridad durante diez dfas. Terminado el periodo de incubacidn, se realizé un registro fotogréfico, las imdgenes
obtenidas se procesaron con el software ImageJ 1,45 s (Waine Rasband, National Institutes of Health, USA) y se
calculd el porcentaje de inhibicidn de crecimiento radial (PICR) aplicando la férmula PICR (%) = (¢ - t / ¢) x 100;
donde: c: drea de crecimiento micelial en el tratamiento control y t: drea de crecimiento micelial en el tratamiento
con extracto (You et al., 2016).

Al décimo dia se tomo6 el micelio formado en cada caja petri y se deposité en un volumen de 1,5 ml de agua
destilada estéril, se agit6 en vortex por 30 s, se tomaron 10 pl de esta solucidn para realizar el conteo de esporangios
en cdmara de Neubauer y se expresé como nimero de esporangios sobre el drea de crecimiento final para cada uno
de los aislamientos por tratamiento.

Se determind la dosis media efectiva (EC-50) de los extractos vegetales por cada aislamiento mediante un
andlisis Probit con los valores de inhibicién y concentracién obtenidos para cada uno de los aislamientos basados
en un andlisis de regresion lineal.

Analisis de datos

Con los resultados obtenidos para porcentaje de inhibicidn y tasas de esporulacion se elaboraron cuadros de
contingencia, los datos se sometieron a pruebas de normalidad y de homogeneidad de varianza; comprobados los
supuestos, se realizé andlisis de varianza de un solo factor (ANOVA) en el caso de los datos que presentaron distribucién
normal y un andlisis de Kruskal-Wallis para los resultados que no mostraban dicha distribucién, con el fin de comparar
dichos pardmetros en las diferentes concentraciones con el programa Minitab® 17.1.0 (© 2013 Minitab Inc).

Resultados

Susceptibilidad de P. infestans frente a extracto acuoso de Lippia origanoides

Todas las concentraciones evaluadas redujeron el crecimiento radial de los diferentes aislamientos de P.
infestans (Figura 1) a partir de la concentracion de 0,1 mg ml. Se incrementd la inhibicién a medida que aumentd
el contenido del extracto acuoso en el medio de cultivo (Cuadro 2). En las dos primeras dosis evaluadas (0,1 y 1
mg ml '), se encontré que los porcentajes de inhibicion no superaron el 40 %, mientras que en la concentracion de
10 mg ml! los porcentajes variaron entre el 21 y el 100 %, en el caso de la concentracién de 100 mg ml! todos los
aislamientos inhibieron su crecimiento completamente.

A pesar de la eficiencia del extracto vegetal en el control in vitro del patégeno, los resultados mostraron que
en total el 37 % de los aislamientos tuvieron un crecimiento radial mayor al presentado en el tratamiento control,
seis de los aislamientos presentaron este comportamiento en la concentracién 0,1 mg ml”, y un aislamiento en la
concentracion de 1 mg ml . El andlisis de varianza mostré que existen diferencias estadisticamente significativas
(p=0,000, gl=75, a=0,05), dichas diferencias se presentaron entre todas las concentraciones evaluadas.
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Control 1 mg ml”

10 mg ml™!

Figura 1. Sensibilidad de P. infestans (aislamiento STG100) a diferentes concentraciones del extracto acuoso de L. origanoides.
Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en Genética y Evolucion de Organismos Tropicales (GENPAT) de la
Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Figure 1. Sensitivity of Phytophthora infestans (STG100 isolate) to different concentrations of the aqueous extract of L. origanoides.
Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms (GENPAT) of the Universidad de
Narifo, Colombia. 2017.

Respecto a la tasa de esporulacion se encontré que la reduccion del 100 % en la produccién de esporangios
solo se presentd en la dltima concentracién evaluada (100 mg ml '), al igual que los resultados presentados para
porcentaje de inhibicién. La prueba estadistica Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticas (p<0,05) entre la
concentracion de 100 mg ml"' y las demds dosis evaluadas (Cuadro 3). A excepcion de la concentracién de 100
mg ml’, en los demds casos se evidencié una alta produccion de esporangios por parte del patégeno, con tasas de
esporulacién promedio de 13 734, 11 171, 9 632 y 12 630 esporangios cm? para las concentraciones de 0, 0,1, 1 y
10 mg ml”!, respectivamente.

A partir de los resultados de inhibicion se obtuvo el valor de la dosis media efectiva (EC-50); para el caso del
extracto de Lippia origanoides, estos variaron entre 2,55 mg ml"! en el aislamiento STIO06 y hasta 13,63 mg ml!
en el aislamiento STP067, con un valor promedio de 5,66 mg ml"! (Figura 2).

Susceptibilidad de P. infestans frente a extracto acuoso de Origanum vulgare

En los ensayos realizados con O. vulgare se observé que las concentraciones empleadas redujeron el
crecimiento radial del patégeno (Figura 3). El 21 % de los aislamientos presentaron crecimiento por encima del
tratamiento control, dos de ellos en la concentracion 0,1 mg ml' y dos aislamientos mds presentaron el mismo
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Cuadro 2. Porcentaje de Inhibicién de crecimiento radial (PICR), de aislamientos de Phytophthora infestans después de diez dias
expuesto a extracto acuoso de L. origanoides a diferentes concentraciones. Laboratorio de microbiologifa del grupo de investigacion en
Genética y Evolucion de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Table 2. Inhibition percentage on radial growth (IPRG), of Phytophthora infestans isolates after ten days exposed to aqueous extract
of L. origanoides at different concentrations. Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical
Organisms (GENPAT) of the Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Concentracion (mg ml!)*

Aislamiento 0,1 1 10 100
SPP031 0,5+1,3 14,3228 82,1+1,8 100+0
SPTO056 6,2+0,6 21,3+1,7 36,6+0,5 100+0
STA078 -3,1%1,2 19,3%1,2 68,1+0,5 1000
STA083 -23.8+2,7 5,5+1,5 70,8+1,5 100+0
STA084 -25+0,8 26,9+1,6 94,5+0,5 1000
STA157 3,9+1,9 22,4+0,9 51,1+1,2 100+0
STGO075 8,5+1,7 17,2422 67,9 2 1000
STG100 10,9+1 15,6+2,8 67,72 100+0
STIOO3 11,1+0,6 5,6+0,6 20,4+0,4 100+0
STIO06 -3,8+1,5 32,240,8 85,3+1,1 100+0
STI155 8,0+1,2 9,3+0,7 69,2+1,6 100+0
STI168 9,4+1,7 4721 7114 100+0
STP039 3,7+1,4 9,8+1,3 46,3+1,5 100+0
STPO41 18,3%1,2 7,514 67,5+2,4 100+0
STP046 12,7£2,6 222,114 37,5+1,1 100+0
STP062 0,4+2.4 19+0,8 61,8+1,6 100+0
STPO67 -12,7+2,3 3,1+1,3 19,6+2,3 1000
STP115 -46,1£2.4 27,6+2,5 76,8+1 100+0
STT162 5,7+1,3 3,124 54,327 100+0

* Los datos corresponde a la media de nueve repeticiones (n=9); + corresponde a la desviacion estandar / The data corresponds to the
mean of nine replications (n=9); + corresponds to the standard deviation.

Cuadro 3. Prueba Kruskal-Wallis (Bonferroni corrected) para tasa de esporulacién entre concentraciones del extracto acuoso de L.
origanoides. Laboratorio de Microbiologia del Grupo de Investigacion en Genética y Evolucion de Organismos Tropicales (GENPAT)
de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.
Table 3. Kruskal-Wallis test (Bonferroni corrected) for sporulation rate between concentrations of the aqueous extract of L. origanoides.

Universidad de Narifio, Microbiology Laboratory — Genpat, Colombia. 2017.

Concentracion (mg ml™) Control 0,1 1 10 100
Control 1
0,1 1 1
1 1 1 1
10 1 1 1 1
100 0,0001942 0,0001942 0,0007247 0,02621 1
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STPOG7 | 13,63
STPO46 I, | 1,68
STION3 | 11,44
STPO3S I ©,44
SPT056 NN 6,36
STT162 I 5,96
STACS3 I 5,01
STP115 I 5,17
STA157 I 4,76
STP062 I 4,34
STI68 I 4,08
STAOTE I 4,07
STI155 I .95
STPO41 I 3,59
STGO75 I : 54
STG100 N .51
SPP031 I .32
STAOB4 I 331
STIONE G 2 55
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Valores de EC-50 (mg ml-)

Aislamientos P. infestans

Figura 2. Valor dosis media efectiva (EC-50) encontrados al evaluar la sensibilidad de diferentes concentraciones de extracto vegetal
de L. origanoides en aislamientos de P. infestans. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en Genética y Evolucion de
Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Figure 2. Effective mean dose value (EC-50) found when evaluating the sensitivity of different concentrations of L. origanoides
plant extract in P. infestans isolates. Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms
(GENPAT) of the Universidad de Narifio, Colombia, 2017.

10 mg ml”! 100 mg ml’!

Figura 3. Sensibilidad de Phytophthora infestans (aislamiento STA083) a diferentes concentraciones del extracto acuoso de O.
vulgare. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en Genética y Evolucion de Organismos Tropicales (GENPAT) de
la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Figure 3. Sensitivity of Phytophthora infestans (STAO83 isolate) to different concentrations of the aqueous extract of O. vulgare.

Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms (GENPAT) of the Universidad de

Narifo, Colombia, 2017.
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comportamiento en las concentraciones de 1 y 10 mg ml™. En este caso cabe resaltar que el 79 % de los aislamientos
presentaron crecimiento en la concentracién de 100 mg ml'! (Cuadro 4), lo que evidenci6 una baja eficiencia por
parte del extracto para el control in vitro de P. infestans en comparacion con el comportamiento del patégeno frente
al extracto de L. origanoides.

Cuadro 4. Porcentaje de Inhibicién de crecimiento radial (PICR), de aislamientos de Phytophthora infestans después de diez dias
expuesto a extracto acuoso de O. vulgare a diferentes concentraciones. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en
Genética y Evolucién de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Table 4. Inhibition percentage on radial growth (IPRG), of Phytophthora infestans isolates after ten days exposed to aqueous extract of
O. vulgare at different concentrations. Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms
(GENPAT) of the Universidad de Narifio, Colombia, 2017.

Concentracion (mg ml')

Aislamiento 0,1 1 10 100
SPP031 7,09+1,8 24,4421 29,7+1,7 56,4+23
SPTO056 16,1+ 1,6 40,3+ 2,3 41,4+14 1000
STA078 22,5+1,5 31,7+2,4 14,9422 72+1,9
STA083 16+1,1 52,4+29 47,3+2,8 49+1,6
STA084 8,7+0,6 5,9+0,8 7,7£0,7 73,4+0,2
STA157 -0,7+0,7 9,8+1,3 45,8+0,8 54,6+0,1
STGO075 34,3+0,7 91+1 90,3+1,3 82,3+1,2
STG100 -232+2.6 -4,1+1,2 12+2,6 100+0
STI003 24,4+0,4 31,2+1,1 35+0,4 57,9+1,3
STI1006 -18,9+1,5 14,443 20+1,3 43,4+1,4
STI155 31,4+0,5 21,5+1,9 36,2+0,9 87+0,2
STI168 13,4423 51,9425 58,61 97,5+1,3
STP039 2,4+1,1 -0,4+1,9 69,1+0,7 97,8+0,4
STP041 19,7+0,7 33+0,5 41,2+1,6 1000
STP046 1,9+0,2 15,9+1,7 28,8+2.5 70,3+0,6
STP062 7,1 £2.8 21,2+1,5 26,9+2,1 82,3+1,8
STP067 4,442 21,9+2,5 32,719 66,5+0,8
STP115 3,6+0,8 -0,03+1,3 8,2+2.5 80+0,5
STT162 7,4+1,1 4,6+3,2 54,435 100+0

* Los datos corresponden a la media de nueve réplicas (n=9); +corresponde a la desviacion estandar / The data corresponds to the mean
of nine replications (n=9); +corresponds to the standard deviation.

El andlisis de varianza permitié determinar que existieron diferencias altamente significativas (p=0,000, gl=75,
a=0,05) en los porcentajes de inhibicién entre las concentraciones de 0,1, 1, 10 y la concentracién de 100 mg ml,
formando dos grupos diferentes.

En cuanto a las tasas de esporulacién se observé que el 32 % de los aislamientos tuvieron la capacidad de
producir esporangios en la concentracién de 100 mg ml™'. El andlisis estadistico de Kruskal-Walis mostrd diferencias
estadisticamente representativas (p<0,05), las cuales se presentaron entre la concentracion mds alta evaluada (100
mg ml') y las demds concentraciones (0, 0,1, 1 y 10 mg ml") (Cuadro 5). Adicionalmente, en todos los casos se
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Cuadro 5. Prueba Kruskal-Wallis (Bonferroni corrected) para tasa de esporulacion entre concentraciones del extracto acuoso de O.
vulgare. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacion en Genética y Evolucion de Organismos Tropicales (GENPAT) de la
Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Table 5. Kruskal-Wallis test (Bonferroni corrected) for sporulation rate between concentrations of the aqueous extract of O. vulgare.
Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms (GENPAT) of the Universidad de
Narifio, Colombia, 2017.

Concentracion (mg ml) Control 0,1 1 10 100
Control 1
0,1 1 1
1 1 1 1
10 1 1 1 1
100 0,0001036 0,0005078 0,003361 0,01367 1

evidencid una alta produccion de esporangios con tasas de esporulacion promedio de 11 518, 8583, 9428, 8305 y
2076 esporangios cm™ para las concentraciones de 0, 0,1, 1, 10 y 100 mg ml, respectivamente.

En cuanto a los valores de la dosis media efectiva (EC-50), el valor promedio de la EC-50 fue de 35,6 mg
ml”', con un valor médximo de 214,8 para el aislamiento STIO06 y un valor minimo de 0,1 mg ml"' en el caso del
aislamiento STG075 (Figura 4). Los altos valores presentados en esta variable se debieron a la capacidad del

patégeno de crecer en concentraciones de hasta 100 mg ml™'.

STioos I 2148
SPP031 I 0.6
STA0s: I 7.5
STIo0: I 5/ 1
sTP115 I 37
STAO7E I 417

w STA157 | 41,6

E STPO46 I 234

£ STPOS7 | 779

G STAGSS NN 276

& STG100 NN 177

E stros2 mmmm 149

2 smiss M s
STT162 W 57
STPO30 M 52
STPO41 W 36
SPT056 W 3.3
STIE8 | 2,0
sTGO7S 0,1

0 50 100 150 200 250
Valores de EC-50 (mg ml-)

Figura 4. Valor dosis media efectiva (EC-50) encontrados al evaluar la sensibilidad de diferentes concentraciones de extracto vegetal
de O. vulgare en aislamientos de Phytophthora infestans. Laboratorio de microbiologia del grupo de investigacién en Genética y
Evolucién de Organismos Tropicales (GENPAT) de la Universidad de Narifio, Colombia. 2017.

Figure 4. Effective mean dose value (EC-50) found when evaluating the sensitivity of different concentrations of O. vulgare plant
extract in P. infestans isolates. Microbiology laboratory of the research group in Genetics and Evolution of Tropical Organisms
(GENPAT) of the Universidad de Narifio, Colombia, 2017.
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Discusion

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto acuoso de L. origanoides tuvo la capacidad de controlar el
crecimiento micelial y la esporulacién de P. infestans en condiciones in vitro. Esta eficiencia pudo relacionarse con
la composicién quimica del extracto obtenido a partir de la biomasa aérea, donde monoterpenos fendlicos como
carvacrol y timol son los principales constituyentes (Stashenko et al., 2010; Oliveira et al., 2006; Vicuiia et al.,
2010), con cantidades relativas del 1,7 y 54,5 % respectivamente, caracteristicos del quimiotipo timol presente en
el departamento de Narifio (Betancur-Galvis et al., 2011; Ramirez et al., 2011). Estos compuestos pudieron ser los
responsables de que el extracto actuara como inhibidor del patégeno, debido a su actividad bioldgica (Betancur-
Galvis et al., 2011; Nostro et al., 2004; Oliveira et al., 2007).

El efecto inhibidor tanto en el crecimiento como en la esporulacion por parte de este extracto, pudo estar
relacionado con la presencia y concentracidn de los componentes fenélicos mencionados, los cuales han reportado
actividad antifungica (Arango et al., 2015; Ardmbula et al., 2019; Wang et al., 2019). En cuanto a los valores
de EC-50, los resultados contrastaron con lo reportado por Arango et al. (2015), quienes encontraron valores
de EC-50 de 20,53 pg ml' cuando el medio de cultivo se suplementd con aceite esencial de orégano silvestre
a concentraciones de 10, 50, 100, 150, 200 y 250 pg ml', estas diferencias se debieron probablemente a que la
composicion y la concentracion de los compuestos fendlicos fue variable y pudo afectarse por factores ambientales
como caracteristicas del suelo o condiciones climdticas (Arango et al., 2011), asi como también con el método de
obtencion del extracto (Bedoya et al., 2012).

En el caso de O. vulgare, la capacidad inhibitoria en el crecimiento y en la esporulacién de P. infestans pudo
estar asociada con una moderada actividad fitotoxica, como lo reportaron Mancini et al. (2014). Dicha actividad
bioldgica a menudo se atribuyd también a la presencia de los compuestos fendlicos bioactivos timol y carvacrol
(Ardmbula et al., 2019; Esen et al., 2007; Garcia-Beltran & Esteban, 2016; Mancini et al., 2014; Soylu et al., 2006).
Estos compuestos se caracterizan por tener una actividad antimicrobiana mds eficiente en comparacién con otros
metabolitos secundarios no fendlicos (Ultee et al., 2002; Busquet et al., 2005).

Los dos compuestos fendlicos, timol y carvacrol, se encuentran presentes en los dos extractos evaluados, y
los resultados evidenciaron que el extracto obtenido a partir de L. origanoides fue mas eficiente que O. vulgare en
el control in vitro de P. infestans, esto se debid probablemente a la posicién del grupo hidroxilo, la cual tiene un
efecto importante en la actividad antiftingica (Kim et al., 2008). De la misma manera, se pudo relacionar con la
composicion quimica, la cual depende de la procedencia del material vegetal y el método de obtencién del extracto
(Ramirez-Gonzdlez et al., 2011).

Existi6 actividad antiftingica por parte de los extractos acuosos evaluados frente a P. infestans en condiciones
in vitro, por esta razon se consideraron como potenciales biofungicidas para el control de la enfermedad conocida
como tizon tardio de la papa. Adicionalmente, es importante resaltar que la especie L. origanoides es una planta de
f4cil establecimiento que se encuentra en estado silvestre en el norte de Sur América y América Central (Stashenko
& Martinez, 2019), la cual presenta una alta actividad bioldgica en varios campos de estudio y que se encuentra
distribuida en varios departamentos de Colombia, sin embargo, este tipo de plantas requiere que se desarrollen
planes para su produccion masiva y estudios que permitan evaluar el comportamiento a nivel in planta y en campo
para determinar su eficacia, fitotoxicidad y residualidad, con el fin de proponer productos adecuados para una
produccién limpia.

Conclusiones

En condiciones in vitro los extractos acuosos de L. origanoides y O. vulgare presentaron un efecto
antifingico sobre el oomycete P. infestans.
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La reduccién del crecimiento radial y la esporulacién en los aislamientos de P.infestans se observé a partir
de la concentracion de 10 mg ml™' en los dos extractos acuosos, con una inhibicion completa cuando se empled el
extracto de L. origanoides a una concentracion de 100 mg ml.

La dosis media efectiva promedio del extracto acuoso de L. origanoides que permiti6 reducir el crecimiento
del patégeno fue de 5,66 mg ml.
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