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Introduccion.

El café es uno de los cultivos mas importantes en Colombia, ya que representa el
segundo renglon generador de divisas para el pais, correspondiente a un porcentaje
alto en el PIB. Entre los aspectos que se asocian a grandes pérdidas econdémicas
para los caficultores que, por las particularidades organolépticas del producto en
taza, se cultivan hoy en dia, como las variedades susceptibles como Caturra, Tipica
y Borbdn, asi como otras nuevas que se producen por cruzamientos entre éstas,
son el dafio que sufren las plantas por microorganismos patégenos como hongos y

bacterias (Rivillas Osorio et al., 2011).

El café es particularmente sensible a las enfermedades como el CBD. Las
alteraciones en las condiciones climéticas de las zonas cafeteras (precipitacion,
temperatura y humedad relativa, entre otros factores), han generado estrés en las
plantaciones de café y han favorecido circunstancias propicias para magnificar el
desarrollo de estas epidemias en las variedades susceptibles (Rivillas Osorio et al.,
2011). El gran impacto que presenta la enfermedad de las cerezas del café,
generada por el hongo C. kahawae, es la capacidad que tiene este microorganismo

de atacar el fruto en todos los estados de desarrollo, desde cojines florales hasta
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cerezas maduras e incluso, en ocasiones, puede llegar a afectar las hojas. Su
principal dafio econémico lo causa al atacar frutos verdes, especialmente frutos
jovenes en desarrollo. Su control se realiza aplicando fungicidas cupricos y
organicos, solos o en mezclas, bajo un esquema de calendarios fijos para 6 a 8

aplicaciones al afio (Gil Vallejo et al., 2002).

Esta enfermedad puede generar pérdidas hasta del 80% de la produccion (Gil
Vallejo et al., 2002). Bajo este panorama, el manejo biologico de esta enfermedad
ha motivado el desarrollo de investigaciones orientadas a la busqueda de
estrategias amigables con el medio ambiente y menos riesgosas para la salud
humana, que los fungicidas quimicos. El tomillo (Thymus vulgaris) es una de estas
plantas cuyos aceites esenciales obtenidos por diferentes métodos de extraccion,
han demostrado actividad antifiUngica contra hongos patégenos de plantas como
Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum, aunque no hay reporte sobre la capacidad

de estos aceites para inhibir el crecimiento de los hongos causantes de CBD.

Metodologia.

El proyecto se realizé en el Centro de Biotecnologia de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia, Medellin, Colombia. Se compraron las plantas de
tomillo en un mercado local y para el procesamiento de la materia vegetal, se
secaran en estufa a 60 °C, luego se procesaron en una picadora hasta obtener un
tamafio de particula homogéneo, al cual se le realizaron extracciones alcohdlicas
mediadas por Soxhlet, extraccion en frio y asistida por ultrasonido, para la obtencién

de los extractos.

El aislamiento de C. kahawae se realizd a partir de un fruto de café con manchas
negras consistente con la enfermedad. Una vez obtenidos los extractos y
recuperados los microorganismos, se evaluo la actividad antifungica del tomillo

frente a C. kahawae por la técnica de envenenamiento por sustrato.



El hongo C. kahawae, se reactivdé en PDA con incubacion en oscuridad, durante 7-
10 dias a 30°C y se prepard una suspension de 1 x 10° conidias/ml en agua con
0.1% de Tween 80. Cada extracto obtenido se adicion6 a un medio PDA estéril a
43-45°C, hasta alcanzar concentraciones de 1%, 0,5%y 0,25 v/v, este agar se sirvio
en cajas de Petri y se solidificé a 4°C durante una hora. Se ubico un disco de papel
filtro de celulosa de 5 mm de didmetro en el centro de las cajas de agar y se
inocularon 10ul de la suspension de conidias. Se incubaron los medios a 30°C
durante 14 dias y se determind la inhibicion cada 24 horas (Gumus, 2010). Se uso
como control positivo el fungicida carbendazim, griseofulbina y ketoconazol, como
control negativo se usé el solvente utilizado para la recuperacion del aceite esencial.
Cada aceite sera evaluado por triplicado por medio de la siguiente ecuacion:

_C-T

| x100

Donde | es la inhibicion (%), C el diametro de la colonia del hongo en las cajas
control (mm) y T el diametro de la colonia en cada caja que contiene el aceite

esencial (mm).

El analisis de los resultados se llevd a cabo mediante tabulacion de los datos en
Excel. Se verifico el supuesto de distribucion normal de los datos y de
homogeneidad de varianzas y se realizé6 un ANOVA y pruebas de comparaciéon

multiple de medias con una significancia del 0,05.

Resultados.

El hongo Colletotrichum sp. se aislé de un grano de café que presentaba manchas
oscuras caracteristicas de la enfermedad. Se realiz6 una valoracion macro y
microscopica que evidencié la morfologia tipica que se encuentra descrita en
literatura para este género. Se encontraron diferencias significativas para los

rendimientos segun los diferentes métodos de extraccion, con un nivel de



significancia del 0,05. No se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes métodos de extraccion para los porcentajes de inhibicion segun una

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

Medias y 95% de Tukey HSD
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Figura 1. Rendimientos de extraccion en porcentajes para cada uno de los métodos evaluados
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Figura 2. Porcentajes de inhibicion de los extractos obtenidos frente a Colletotrichum sp.
(GRIS: Griseofulvina, KET: ketoconazol, CARB: Carbendazim)



Conclusiones.

Por las caracteristicas descritas para la enfermedad causada por Colletotrichum sp.
se logro el aislamiento del mismo. El método que permite una mayor extraccion es
el método de extraccion mediada por Soxhlet. No se encontré una diferencia
significativa para la inhibicion alcanzada con los tres métodos de extraccion

evaluados.
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