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RESUMEN

El meldn (Cucumis melo L.) es una hortaliza de gran expansion en todo México. La Comarca Lagunera
alberga el 20% de las areas sembradas del pais. El melén se ve afectado por hongos, bacterias,
nematodos y virus, una de las enfermedades mas frecuentes es el Tizon foliar causado por Alternaria
cucumerina. Se emplea gran variedad de productos quimicos para su control; sin embargo, el uso de
productos herbolarios es una tendencia necesaria. Por lo que es planted este trabajo donde se probé el
efecto antifingico de los extractos de tomillo y clavo de olor ante Alternaria spp. El estudio se realizo en el
CENID-RASPA, los extractos se obtuvieron de las plantas clavo de olor (Syzygium aromaticum) y de
tomillo (Thymus vulgaris). Los tratamientos constaron de concentraciones de 0.0, 0.5, 5, 10, 15, 25, 50,
100, 150, 250, 500, 750 y 1000 mgL-', se incluyé como testigo el fungicida quimico, Captéan 50 a las
mismas concentraciones. Se realizé el ANOVA, la diferencia estadistica se definio por la prueba de Tukey
(p>0.05). Los resultados mostraron que el tomillo no presentd actividad en las concentraciones de 0.5 a
500 mgL"; sin embargo, a partir de 750 y 1000 mgL-' se observé un efecto superior al observado en el
testigo. En el clavo de olor no mostrd actividad en las concentraciones de 0.5 a 50 mgL-!, a partir de
100mgL-" se observd un descenso en el desarrollo del hongo, en 750 y 1000 mgL-' se dio la disminucién
mas eficientemente.

PALABRAS CLAVE: Agricultura Biorracional, Agricultura Orgénica, Contaminacion.
ABSTRACT

The melon (Cucumis melo L.) is a vegetable of great expansion in all Mexico. The Comarca Lagunera owns
the 20% of the sown areas of the country. Fungi, bacteria, nematodes and viruses affect the melon, one of
the most frequent diseases is the leaf blight caused by Alternaria cucumerina. Wide varieties of chemicals
are used for its control; however, the use of herbal products is a necessary trend. Therefore, this work was
proposed where the antifungal effect of thyme and clove extracts was tested against Alternaria spp. The
study was conducted at CENID-RASPA, the extracts were obtained from clove (Syzygium aromaticum) and
thyme (Thymus vulgaris) plants. The treatments consisted of concentrations of 0.0, 0.5, 5, 10, 15, 25, 50,
100, 150, 250, 500, 750 and 1000 mgL-, the chemical fungicide, Captan 50 at the same concentrations,
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was included as a control. The ANOVA was performed; the statistical difference was defined by the Tukey
test (p> 0.05). The results showed that thyme extract did not have activity at concentrations of 0.5 to 500
mgL-"; however, from 750 and 1000 mgL-" had a superior effect contrasting to the control. In clove, it did not
show activity in the concentrations of 0.5 to 50 mgL-1, from 100mgL-! a decrease in fungus development
was observed, in 750 and 1000 mgL-' the decrease occurred more efficiently.

KEY WORDS: Biorational Agriculture, Organic Agriculture, Pollution.

INTRODUCCION

El melén (Cucumis melo L.) es una hortaliza de
gran expansion en todo el pais, existen
diferentes variedades y su produccién depende
de la época del afio. El meldén ha sido uno
cultivos importante entre los cultivos horticolas
(INIA, 2017). México tiene una produccion de
543 a 564 mil toneladas entre los afios 2015 al
2016. Los principales estados productores son
Coahuila (21%), Sonora (19%), Michoacan
(16.5%), Guerrero (16.5%) y Durango (9.6%)
(SAGARPA ,2017). La Comarca Lagunera (CL)
alberga cerca del 20% de las areas sembradas
del pais. Los municipios mas importantes son
Matamoros, San Pedro, Torredn, Viesca, Gomez
Palacio, Lerdo, Mapimi y Tlahualilo. Sin
embargo, Matamoros y Mapimi son los
municipios con mayor produccién generando
152, 954 toneladas anuales (Ramirez-Barraza,
2015). La productividad de esta hortaliza a la par
con algunas otras sufre un importante impacto a
causa de las enfermedades que ocasionan la
disminucion del rendimiento, calidad del fruto o
la pérdida total del cultivo, estas se presentan en
cualquier etapa fenolégica (INIFAP, 2017). El
meldn puede ser afectado por hongos, bacterias,
nematodos y virus, estos dafian cualquier parte
de la planta, asi mismo condiciones abidticas
como temperatura, luz, humedad del suelo y
desbalance nutricional (Chew, 2009). El uso de
productos quimicos para el control de estos
factores incluye fertilizantes y pesticidas o
plaguicidas, que por su naturaleza quimica
permiten el control de las diferentes
problematicas. Sin embargo, un aspecto
importante es la residualidad de estos en las
plantas, frutos, suelo y agua. La persistencia de
estos contaminantes genera una problematica
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importante en el ambiente, aunado a que
imposibilita a los productores de estas hortalizas
a buscar dar un valor agregado a sus productos
mediante la comercializacion organica. Para el
cultivo de Cucumis melo uno de las
enfermedades mas frecuentes y reiteradas es el
Tizén foliar causado por el hongo Alternaria
cucumerina el cual afecta las hojas generando
manchas en el fruto. El patégeno produce
lesiones de color café obscuro, pequefas y de
forma circulares, se puede encontrar un halo
clorético o verde claro, que con el paso del
tiempo estas lesiones aumentan su tamafio
formando areas necréticas de forma circular con
anillos concéntricos obscuros dentro de las
manchas (Mérquez, 2012; Rivas, 2014). Los
productos comerciales mas empleados para el
control del Tizon son Mancozeb, Metiram,
Clorotalonil, Fluazinam, Zoxamide, Cymoxanil,
DIimetomorfo, Propamocarb, Metfenoxan,
Metalaxil, Benalaxi, etc., los cuales son
fungicidas de contacto (que no ingresan al tejido
foliar) y sistémicos (que ingresan y se traslocan
dentro de la planta). La base quimica de
algunos de ellos son los ditiocarbamato o
carbamato, el cual es usado no solo como
fungicida sino como insecticida, este compuesto
quimico inhibe la enzima acetilcolinesterasa, que
genera efectos irreversibles en los insectos tanto
en benéficos como patogénicos. Este es un
ejemplo de los efectos colaterales que se
generan por el uso irracional de este tipo de
productos, entre muchos otros. El sector agricola
en nuestro pais requiere migrar a un manejo
sustentable de los cultivos, donde se vire hacia
la llamada agricultura biorracional haciendo uso
de los recursos de forma natural con que se
cuenta. A razon de la importante biodiversidad
que tiene México donde existen cerca de 4000



especies de plantas florales (15 % de la flora
total) y una innumerable cantidad de plantas, con
propiedades farmacoldgicas, pero solo el 5% de
estas especies han sido analizadas dando
validacion quimica, farmacoldgica y biomédica
de sus propiedades (Koleff y Urquiza, 2011). La
herbolaria se ha desarrollado desde tiempos
prehispanicos. Diversos extractos de plantas
poseen agentes antimicrobianos de gran
importancia (Zeedan,2014; Safrudin et. al., 2015;

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(CENID-RASPA) ubicado en Gbémez Palacio,
Durango, México. En el periodo experimental fue
de enero a diciembre del 2018. Los extractos se
obtuvieron de las plantas clavo de olor
(Syzygium aromaticum) (del cual se utilizaron
botones florales) y de tomillo (Thymus vulgaris)
(donde se empled tallos y hojas). Las plantas se
molieron para obtener particulas menores a los 2
mm, se optd por el método de extraccion Soxhlet
con conexion en serie para poder realizar la
extraccion de una forma més répida y obtener la
mayor cantidad posible de aceite esencial,
donde se usdé como solvente hexano (grado
reactivo marca Merck). Se emplearon 50 g de
muestra por matraz y 250 ml de solvente, esto
se mantuvo en reflujo por 7 horas hasta obtener
la cantidad de aceite necesario. Posteriormente,
se evaporo el solvente y se coloco en frascos
color ambar para protegidos de la luz y el aire
hasta su uso.

Aislamiento del microorganismo de prueba

Se realizd una toma de muestras de areas de
cultivo donde se establecieron parcelas de
meldn y donde el productor referia problemas de
tizon. Las muestras tomadas se colocaron en el
medio enriquecido de Caldo Lactosado (CL) a
cada tubo se le afiadié 0.5 g de muestra vegetal
y en el caso de la muestra de suelo 1 g
aproximadamente y posteriormente se incubo a
26°C durante 24 hrs. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion se tomo una alicuota y se
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Ramirez Gonzalez, et al., 2016). Sin embargo,
muchos de estos productos herbolarios se han
probado en gran cantidad de cepas clinicas y su
impacto en microrganismos de importancia
agrondmica aun es cuestionable. Por lo que es
planted este trabajo donde se buscd probar el
efecto antifungico de los extractos de tomillo y
clavo de olor ante Alternaria spp agente causal
de Tizon en cultivo de meldn a nivel in vitro.

sembro en el medio de cultivo especifico Agar
Dextrosa Papa (PDA) en placa, se incub6
durante 72 horas a 26°C. Para la caracterizacion
e identificacion las cepas sobresalientes se
transfirieron a PDA acidificado (pH 4.8) y agar
papa zanahoria se incubaron a 26°C por 7 dias.
Pudiéndose  observar  macroscopicamente:
colonias planas y algodonosas, de color blanco
grisaceo que conforme su envejecimiento se
tornan de color café o verde oliva oscuro, en la
parte posterior la colonia es café oscuro a negro.
Método para cuantificacion de esporas

Se tom6 una muestra del hongo, la cual se
coloco en un tuvo previamente esterilizado con
10 ml de agua destilada esteéril, homogeneizando
por dos minutos. Posteriormente, se tom6 una
alicuota y se agregd lactofenol, la mezcla se
agregd en un hemocitometro y se observé al
microscopio usando el objetivo de 10x (conidios,
esporas, estructuras fungicas). De esta manera
se pudo definir la concentracion de hongo que se
empleo para realizar las evaluaciones.
Preparacion de tratamientos

Para el establecimiento de los tratamientos se
utilizé PDA acidificado para ambos tipos de
extractos (clavo de olor y tomillo). Los
tratamientos constaron de concentraciones de
0.0, 0.5, 5, 10, 15, 25, 50, 100, 150, 250, 500,
750 y 1000 mg/L de cada extracto, por cada
tratamiento se realizaron tres repeticiones y su
blanco respectivamente, se incluyé como testigo
negativo (fungicida quimico) Captan 50
empleado a las mismas concentraciones.

El método de prueba fue difusion en pozo en
agar En cada caja petri se realizd una
perforacion en el centro de aproximadamente 0.6
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cm de didmetro donde se afiadieron 200 pl del
inoculo  previamente preparado a una
concentracion de 1x107 UFC. Todos los
tratamientos se incubaron a 27°C por 7 dias
Diseio experimental y Andlisis estadistico

Se consideraron 13 tratamientos de cada
extracto y el fungicida quimico. Cada tratamiento
se realizd por ftriplicado. Y se probd ante
Alternaria spp. como microorganismo de prueba.
Los datos obtenidos se analizaron por el paquete

RESULTADOS

Las pruebas de inhibicion son técnicas que
permiten generar el primer acercamiento para
medir la efectividad de extractos vegetales ante
microorganimos diversos que como lo es en este
trabajo Alternaria spp. (hongo fitopatégeno). El
presente trabajo evalud el potencial antifingico
de los aceites esenciales de tomillo y clavo en
comparacion con un antifungico de origen
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evaluando crecimiento cada 24 horas, una vez
transcurrido ese tiempo se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

estadistico SPSS Version 18. Se realizd una
prueba de Normalidad y el anélisis de varianza
ANOVA, la diferencia de medias se definié por la
prueba de Tukey a un nivel de significancia de
p>0.05.

quimico de uso agricola (Captan 50) a diferentes
concentraciones sobre el hongo fitopatdgeno
Alternaria spp. causante del Tizén en el cultivo
de meldn del cual fue aislado y caracterizado. En
el proceso de extraccion de los productos
vegetales se reportan los  siguientes
rendimientos Tabla 1., lo cual muestra que el
tomillo permite obtener un mayor rendimiento al
momento de su extraccion.

Tabla 1. Rendimiento de extraccion de aceite esencial de tomillo y clavo de olor.

El crecimiento del hongo en las placas con los

muestran que el tomillo no presentd actividad

Extracto Peso Aceite esencial (g) Rendimiento %
Tomillo 27.9796 5.5959
Clavo de olor 16.2063 3.2412

diferentes tratamientos define la respuesta de
sensibilidad del hongo para crecer en contacto
con los componentes extraidos del tomillo y del
clavo de olor. Las observaciones realizadas

antifungica en las concentraciones de 0.5 a 500
mg L-; sin embargo, a partir de 750 y 1000 mg L-
' se pudo observar un efecto superior a
observado en el fungicida quimico (Figura 1).
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Figura 1. Halos de crecimiento de Alternaria spp. a diferentes concentraciones de fungicidas.

A su vez, el clavo de olor y el fungicida quimico
probado no mostraron actividad en las
concentraciones de 0.5 a 50 mg L, a partir de
estas concentraciones se observd un descenso
en el desarrollo del hongo. En las
concentraciones mayores de 750 y 1000 ambos
extractos vegetales mostraron la disminucién del
crecimiento del hongo mas eficientemente que el
producto comercial (Figura 1). De acuerdo al
analisis de los datos se muestra que existe
diferencia estadistica altamente significativa
entre los 3 antifingicos (p=0.001), con lo que se
puede observar que los extractos vegetales
generaron una mejor respuesta antifungica que
el producto comercial empleado.

Los tratamientos donde se aplico el extracto de
tomillo ante el hongo Alternaria spp. mostraron
un porcentaje de inhibicién superior al 70% esta
respuesta se observa en el andlisis estadistico la
cual manifiesta una diferencia estadistica entre
la aplicacion de 750 y 1000 mg/L con respecto a
las demas concentraciones donde no se advirtio
de un efecto. Paralelamente, entre estas dos
dosis se puede observar una diferencia
estadistica, con lo que se puede establecer que
la dosis de mayor eficiencia es la de 1000 mg/L
con un crecimiento del hongo de un 27.84%
(Tabla 2.).



\i’ﬁgrqfaz

Journal of Environmental and Agroecological Sciences

Agrofaz — Journal of Environmental and Agroecological Sciences Vol. esp: 3-10

Tabla 2. Crecimiento e Inhibicion del hongo Alternaria spp correspondiente a cada fungicida aplicado.

TOMILLO CLAVO FUNGICIDA
Dosis
(mg/L)  Crecimiento (%) Inhibicion (%) Crecimiento (%) Inhibicion (%) Crecimiento (%) Inhibicidn (%)
0 1002 0 1002 0 1002 0
0.5 1002 0 100 @ 0 1002 0
5 1002 0 1002 0 1002 0
10 1002 0 1002 0 1002 0
15 1002 0 1002 0 1002 0
25 1002 0 1002 0 1002 0
50 1002 0 1002 0 1002 0
100 1002 0 77.24 22.75* 61.590 38.41*
150 1002 0 80.640 19.4 58.14¢ 41.86*
250 1002 0 65.75¢ 34.26* 58.64¢ 41.36*
400 1002 0 45,154 54.85* 47.184 52.82**
500 1002 0 28.67¢ 71.33** 45,824 54.18**
750 29.620 70.38** 27.47¢ 72.52*** 43.61¢ 56.38**
1000 27.84c 72.16** 25.99 74 41.39¢ 58.6**

t Medias con la misma letra dentro de columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey P = 0.05). La inhibicion del extracto
se categoriza como: * Activo, ** Muy Activo, ***Altamente Activo.

El crecimiento del hongo exhibid una
disminucién a partir de la concentracion de 100
mg/L con lo que es obtuvo un crecimiento del
77.24% en comparacion con el testigo. El
estadistico muestra diferencias estadisticas
entre los datos, donde se observa la formacién
de diferentes grupos de datos. La dosis que
mostré mayor actividad antifungica fue la de
1000 mg/L con un crecimiento de 25.9% y una
inhibicion del 74%, que cabe sefialar esta
concentracion fue la que mayor disminucion en
el crecimiento mostr en referencia a todos los

productos probados y sus respectivas
concentraciones (Tabla 2).
DISCUSION

En la presente investigacion se demostrd que las
plantas aromaticas tomillo (Thymus vulgaris) y
clavo de olor (Syzygium aromaticum) cuentan
con propiedades antifungicas como se observo
en el hongo fitopatdgenos Alternaria spp.,
obteniendo  inhibiciones de un  70%,
aproximadamente. Los resultados obtenidos
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El control quimico probado Captan 50, producto
a base de N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en1,2-
dicarboximida se evalud a las mismas dosis que
los extractos vegetales. La respuesta de este
producto inicié a partir de la concentracion de
100 mg/L, en esta el hongo crecid 61.59% con
respecto al testigo con una inhibicion del 38%.
En la dosis de 1000 mg/L el crecimiento fue de
41.39 y la inhibicion de 58.6%, siendo menor a la
de los extractos vegetales evaluados (Tabla 2).
Los resultados obtenidos se evaluaron
considerandose  Activo los extractos que
presentaron un porcentaje de crecimiento menor
o igual al 80% y un porcentaje de inhibicién
mayor o igual al 20% (Marquez et al., 2012).

ponen de manifiesto la factibilidad de remplazar
la aplicacion de fungicidas quimicos por aceites
esenciales en el control de enfermedades como
lo es el caso del Tizon.

Los resultados observados coinciden con los
reportados por Ramirez- Gonzalez (2016), en
donde se reporta una inhibicion del 100% del
crecimiento del hongo Alternaria solani con
extractos de destilacién (30%), microondas



(30%) y aceite (0.1%) de clavo de olor. Es
posible contrastar esta informacion con la
reportada en este estudio donde con la
concentracion de 1000 mg L' de generd una
inhibicion del crecimiento en un 70 %,
aproximadamente.

El estudio realizado por Armas-Caballero et al.,
(2011) reporta que los aceites esenciales de
tomillo y clavo de olor, presentaron una
inhibicién total del crecimiento de Fusarium sp.
las concentraciones de 0.02 y 0.03 %
respectivamente. Este reporte indica que las
concentraciones empleadas de los extractos
generaron un proceso de inhibicion mas eficiente
que los analizados en este estudid asi mismo
esta respuesta depende de los indices de
sensibilidad del hongo a los productos probados
por lo que es posible indicar que Fusarium sp.
presenta mayor sensibilidad que Alternaria spp.
Se ha determinado que los géneros Origanum
(orégano), Thymus (tomillo) y Cinnamon (canela)
poseen propiedades antioxidantes y
farmacoldgicas las cuales se relacionan con los
principios activos de las mismas como lo son los
compuestos fenolicos, carvacrol y el timol que
son utilizados bajo ciertos criterios y condiciones
como fungicidas y bactericidas para inducir la
lisis rapida de la célula bacteriana (Basim et. al.,
2004; Aisha, et al., 2012; Bougerrra, et al.,
2017). Citando lo anterior es posible confirmar el
efecto antifungico del tomillo bajo las
condiciones establecidas en este trabajo, donde
se realizd la extraccion hexanica del aceite
esencial y las dosis activas fueron de 750 y 1000
mg L ante el hongo Alternaria spp.

La publicacion generada por Villa Martinez, et
al., (2015) hace una interesante recopilacion de
informacién sobre la actividad antifingica de
plantas ante diferentes especies del hongo
Fusarium, entre estas se encuentra el clavo de
olor, que presenta la inhibicion del crecimiento
micelial de Fusarium graminearum. La actividad
biolégica ante hongos patogénicos se ve
rectificada también con el hongo Alternaria spp.
como se muestra en los resultados del presente
trabajo.
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CONCLUSIONES

Entre los dos componentes vegetales empleados
se observo que el mejor rendimiento lo tuvo el
tomillo con base en una extraccion por el método
Soxlet empleando hexano como solvente. Los
extractos hexanicos de tomillo y clavo de olor
poseen actividad antifungica ante Alternaria spp
agente causal del Tizén foliar. La actividad
bioldégica de estos aceites esenciales presenta
su  mejor respuesta empleando  una
concentracion de 1000 mg L' en las pruebas in
vitro realizadas.
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