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Actividad antiflingica in vitro de diferentes concentraciones de Syzygium aromaticum “clavo de olor”
contra Fusarium oxysporum

In vitro antifungal activity of different variations of Syzygium aromaticum "clavo de olor" against
Fusarium oxysporum

Victor John Acedo-Zegarra"®, Diego Fernando Arana-Bardales', Alberto Enrique Condo-Montano'

RESUMEN

Se determind la actividad antifingica de Syzygium aromaticum “clavo de olor” a concentraciones de 1%, 3% y 5%
contra el hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum. Para ello se realizaron cultivos in vitro de dicho hongo,
estableciendo dos placas Petri control y tres repeticiones para cada una de las concentraciones: 1%, 3% y 5% de
Syzygium aromaticum. El crecimiento radial de las colonias se evalué durante cinco dias, midiendo el radio de las
mismas con un vernier. Como resultados se obtuvo que el crecimiento radial del micelio de F. oxysporum para los
controles, asi como para las concentraciones de 1% y 3% de S. aromaticum son de 2.65 cm, 2.5 cm y 1.1 cm,
respectivamente, considerandose los datos mas altos de crecimiento micelial en estas placas. Ademas, para la
concentracion de 5% de S. aromaticum, no se observa crecimiento micelial del hongo. Asi mismo, en relacion a las
concentraciones de 1% y 3% de S. aromaticum, el porcentaje de inhibicidn en relacion al crecimiento micelial de F.
oxysporum es de 11.88% y 65.45%, respectivamente, y para la concentracion de 5% de extracto de Syzygium
aromaticum los resultados obtenidos muestran notablemente una actividad antifingica total de 100% frente a
Fusarium oxysporum.

Palabras claves: extracto, actividad antifingica, hongo fitopatdgeno, clavo de olor (Syzygium aromaticum).

ABSTRACT

The antifungal activity of Syzygium aromaticum "clove" was determined at concentrations of 1%, 3% and 5%
against the phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum. For this, in vitro cultures of said fungus were carried out,
establishing two control Petri dishes and three repetitions for each of the concentrations: 1%, 3% and 5% of Syzygium
aromaticum. The radial growth of the colonies was evaluated for five days, measuring their radius with a vernier. As a
result, it was obtained that the radial growth of the mycelium of F. oxysporum for the controls as well as for the
concentrations of 1% and 3% of S. aromaticum are 2.65 cm, 2.5 cm and 1.1 cm, respectively, considering the highest
data of mycelial growth in these plates. In addition, for the 5% concentration of S. aromaticum, no fungal mycelial
growth is observed. Likewise, in relation to the concentrations of 1% and 3% of S. aromaticum, the percentage of
inhibition in relation to the mycelial growth of F. oxysporum is 11.88% and 65.45%, respectively, and for the
concentration of 5% of Syzygium aromaticum extract the results obtained remarkably show a total antifungal activity
of 100% against Fusarium oxysporum.

Keywords: extract, antifungal activity, plant pathogenic fungus, clove (Syzygium aromaticum).
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L. INTRODUCCION

La poblacién mundial hoy en dia estd en incremento y
con ello, ha aumentado la necesidad por contar con una
mayor produccion de alimentos, con la finalidad de
satisfacer esta necesidad en la poblacion. Debido a
ello, el hombre y su interés por obtener grandes pro-
ducciones agricolas, ademas de su proteccidon, ha
optado por emplear indiscriminadamente, y muchas
veces inconscientemente, los plaguicidas quimicos
(Palaciosetal.,2011).

Actualmente, los sistemas agricolas en busqueda de
cumplir con esta necesidad de obtener una gran pro-
duccién y de calidad, también se han visto afectados
por el uso de agroquimicos para controlar el ataque de
malezas, plagas y enfermedades que atacan a los dife-
rentes cultivos y ello ha generado diversos problemas
no soélo sobre la salud humana sino también a nivel
ambiental (Gany Wickings,2017).

Sin embargo, este tipo de agricultura cada dia es mas
insostenible e irresponsable debido al empleo de prac-
ticas y manejos con enfoques buscando la sostenibili-
dad de la produccion, debido a las exigencias que
plantean los mercados diferenciados, los cuales a
través de sus organismos reguladores hacen cumplir
estandares de produccién especificos. Ademas, para el
cumplimiento de estas exigencias, las practicas
empleadas se estan basando en el uso de productos
quimicos lo cual est4 creando resistencia por parte de
los microorganismos a los plaguicidas; por ello, las
industrias estan buscando diferentes alternativas de
manejo responsable (Gavrilescu y Chisti, 2005;
Shahidetal.,2017).

Por ejemplo, cultivos de hortalizas y frutales estan
siendo tratados contra enfermedades como alternaria
(Alternaria solani), fusarium (Fusarium oxysporum)
y antracnosis (Colletotrichum gloesporioides), princi-
palmente con el uso de plaguicidas de sintesis quimi-
ca. Ademas de esta practica realizada en campo, algu-
nos productores también aplican productos quimicos a
sus productos post cosecha, con la finalidad de mante-
nerlos sin presencia de patdgenos para la venta, por lo

que estos productos no logran degradarse, provocando

la reduccion de la calidad biologica en los productos a
comercializar (Ramirez et al.,2016).

Sin embargo, en los ultimos afios el uso de estos pro-
ductos quimicos o fungicidas de composicion quimi-
ca, ha aumentado la preocupacion no soélo del consu-
midor sino también del productor. Esto ha generado
que el uso de estos productos sea cada vez mas restric-
tivo debido a las consecuencias que provoca tanto en la
salud, como efectos carcindgenos, problemas de toxi-
cidad residual, como también en la contaminacion
ambiental provocando la disminucién de biodiversi-
dad, contaminacion del suelo y aparicion de resisten-
ciamicrobiana (Mesaetal.,2019).

Debido a ello, en estos ultimos afios, se han buscado
alternativas de produccion de calidad y principalmen-
te sostenible, en donde se obtenga una produccion de
libre de compuestos quimicos que dafien a las personas
o al medio ambiente, encontrando como una gran
opciodn el uso de controladores bioldgicos y compues-
tos organicos. Esto se debe a que las especies vegetales
tienen compuestos que cumplen funciones bioldgicas
y quimicas de defensa, por lo que gran variedad de
estos elementos o compuestos pueden tener actividad
bioldgica sobre los microorganismos, dentro de ellos
los hongos (Mazid ef al., 2011; Saravanakumar ef al.,
2015).

Los elementos y compuestos que proporcionan a las
plantas propiedades antifingicas para enfrentar dife-
rentes patogenos, pueden actuar de individualmente,
asi como también mediante mezclas a diferentes con-
centraciones y/o proporciones; asi mismo, existen
diferentes métodos para la obtencion o extraccion de
estos compuestos los cuales buscan salvaguardar las
propiedades extraidas de la mejor manera posible
(Villa-Martinez et al., 2015).

Las especies vegetales y los extractos obtenidos de
ellos, en los ultimos afios, han sido de gran interés
cientifico para la busqueda de nuevas investigaciones
en relacidn a su actividad antibacteriana y antifungica
y, ademas, de nuevas propiedades de las mismas (Bri-
cefio et al., 2011). Ademas, estas propiedades con las

que cuentan las especies vegetales es gracias a sus
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extractos y aceites vegetales presentes, ya que estos
contienen grupos quimicos y componentes activos que
actian sobre la resistencia, repelencia y control total
de microorganismos e insectos, tales como terpenos,
fenoles alcaloides, acidos organicos, péptidos, acidos
grasos polinsaturados y del grupo Omega 3, Piperina,
Capsicina, D - Limonene, diatomos, cafeina, nicotina,
entre otros (Corrales et al., 2018).

Por ello, surge la alternativa de usar los extractos obte-
nidos de especies vegetales para el control de plagas y
enfermedades, con la finalidad de lograr una agricultu-
ra sostenible, debido a la elevada efectividad de
accién, bajo costo y no provocar contaminacion al
ambiente (Rodriguez et al., 2000). Dentro de estas
especies vegetales que cuentan con estas caracteristi-
cas tenemos a Syzygium aromaticum “clavo de olor”, a
la cual se le atribuyen propiedades antifiingicas, anti-
bacterianasy otros.

Syzygium aromaticum es una especie de facil localiza-
cién y es de gran comercializacion debido a sus pro-
piedades antifingicas, antisépticas, antivirales, anes-
tésicas analgésicas, bactericidas, atribuyendo estas
propiedades al componente eugenol, quien también es
el responsable de la mayor parte del aroma caracteris-
tico de la especie, comprendiendo entre el 72-90% del
aceite esencial extraido principalmente de los botones
(Cueva,2017).

Por otro lado, entre los hongos y oomycetos fitopato-
genos mas significativos tanto en pre como en posco-
secha de los distintos cultivos se encuentran algunos
géneros como Botrytis, Puccinia, Rhizoctonia, Cla-
dosporium, Fusarium, Colletotrichum, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Mycosphaerella, Ceratocy-
stis, Sphaerotheca, Phytophthora, entre otros (Hosni
et al., 2013; Castafio-Zapata, 2015). Dentro de uno de
este grupo de hongos fitopatdgenos, el mas conocido
es el género Fusarium, debido a su elevada capacidad
fitopatdgena que afecta a una gran variedad de cultivos
(Forero-Reyes et al.,2018).

El género Fusarium pertenecen a un grupo de hongos
ascomicetos filamentosos y cosmopolitas, los cuales

presentan un micelio bien desarrollado, septado y
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conidioforos caracteristicos, aunque algunas especies
tienen un talo unicelular; ademas, los hongos de este
género son considerados principalmente como hongos
de campo, debido a que actiian sobre diversos cultivos
y les causa una diversidad de enfermedades (Sumalan
et al., 2013). Por ello, las especies de Fusarium son
ampliamente conocidos alrededor del mundo, y se han
convertido en un problema serio ya que producen
metabolitos toxicos que afectan a la biodiversidad,
debido a la gran cantidad de enfermedades que afectan
a los cultivos de todo el mundo, generando ademas
importantes pérdidas economicas para la poblacion
(Villa-Martinez et al., 2015).

En el presente trabajo se determind la actividad anti-
fungica in vitro de diferentes concentraciones de
Syzygium aromaticum “‘clavo de olor” contra Fusa-
rium oxysporum, para la inhibicion de este hongo,
considerado como uno de los principales hongos fito-

patdgenos que ataca a diversos cultivos.

II. MATERIALY METODOS

Material Biologico

La colecta de los botones florales de S. aromaticum
“clavo de olor”, fueron obtenidos en el mercado Mayo-
rista de la ciudad de Trujillo. Posteriormente las mues-
tras recolectadas fueron trasladadas al Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional de Trujillo, las cuales fueron
seleccionadas desechandose las que presentaron
dafios mecanicos.

Las cepas utilizadas del hongo fitopatogeno, F. oxy-
sporum, fueron proporcionadas por la Catedra de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de
lamismauniversidad.

Obtencién del extracto

Los botones florales de S. aromaticum fueron molidos
enun “molino casero”.

Luego, se pesaron 25 g de cada muestra adicionandole
100 mL de disolvente, agua destilada, en un matraz
para obtener una solucidn al 25%, y se dejé reposar
durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente

sefiltrd el extracto con papel filtro Whatman N°1.
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A partir de esta concentracion (25%) se realizaron
diluciones al 1, 3 y 5% con vistas a determinar la con-
centracion de S. sativum “clavo de olor”, a la cual el
crecimiento micelial del hongo F. oxysporum se inhi-
be.

Se realizaron pruebas in vitro con medio de cultivo
artificial papa dextrosa agar (PDA), adicionando los mL
correspondientes de las diluciones de S. sativum (Tabla

1), con tres repeticiones para cada concentracion.

Tabla 1. Volumenes correspondientes de diluciones de Syzygium
aromaticum “clavo de olor” para la evaluacion
antifungica contra Fusarium oxysporum.

% V‘ol}n.nen c1 V?lum,en
inicial dilucion
1% 100 mL 25% 4 mL
3% 100 mL 25% 12 mL
5% 100 mL 25% 20 mL

Evaluacién de la actividad antifiingica

Se procedio a realizar la esterilizacion de las concen-
traciones de S. aromaticum, los cuales fueron esterili-
zados a 121°C. Luego, el medio de cultivo PDA conte-
niendo las concentraciones de S. aromaticum fueron
vaciados en placas de petri (60 x 15 mm) para su solidi-
ficacion. Se usaron tres repeticiones para cada una de
las concentraciones. Las placas de Petri control conte-
nian Ginicamente PDA.

Posteriormente, se realizé la siembra de F. oxysporum
en cada una de las placas de estudio. Con un asa bacte-
rioldgica, esterilizada, se tomd una cantidad de in6cu-
lo del hongo y se introdujo en el centro del medio de
cultivo que contiene la placa petri. Las placas fueron
incubadas en la oscuridad por un dia a 22°C y el creci-
miento radial del micelio se midié en cm con un ver-
nier durante 5 dias. Todos los bioensayos fueron lleva-
dos acabo por triplicado.

Analisis de datos

Alfinalizar la evaluacion, se realizo el analisis de datos
calculando el porcentaje de inhibicién. El efecto inhi-
bitorio de los extractos se determind como porcentaje
de inhibicién del crecimiento radial del micelio de las
especies de los hongos con respecto al testigo PDA.
Para ello, este efecto inhibitorio del crecimiento mice-

lial se calculd de la siguiente manera: % inhibicion =

[(crecimiento micelial del testigo — crecimiento mice-
lial del tratamiento) / crecimiento micelial del testigo]
x 100.

Los resultados obtenidos se evaluaron estadisticamen-
te, mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) para
comparar las diferentes concentraciones de S. aroma-
ticum ““clavo de olor”, con la finalidad de determinar
qué concentracion es el que tiene mayor actividad
antifungica frente al hongo fitopatogeno F. oxyspo-

rum.

I11. RESULTADOS

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos del
crecimiento radial del micelio del hongo fitopatdgeno
F. oxysporum expuestos a concentraciones de S. aro-
maticum “clavo de olor”, evaluados durante cinco
dias. En esta tabla se observa que el crecimiento radial
del micelio (cm) de F. oxysporum en los controles va
en aumento conforme pasan los dias. Asi mismo, para
las concentraciones de 1% y 3% de S. aromaticum, el
crecimiento de F. oxysporum también aumenta confor-
me pasan los dias. Sin embargo, este hongo no presen-
ta crecimiento micelial a una concentracion de 5% de
S. aromaticum.

La figura 1 representa el crecimiento micelial a los
cinco dias de sembrado del hongo F. oxysporum, para
cada una de las concentraciones empleadas de S. aro-
maticum (1%, 3%y 5%) con sus respectivas repeticio-
nesy los controles empleados.

Latabla 3 y latabla 4 presentan el porcentaje de inhibi-
cion de S. aromaticum, a las concentraciones de 1%,
3% y 5% frente al hongo fitopatdgeno F. oxysporum 'y
el promedio de estos porcentajes de S. aromaticum
frente a F. oxysporum, respectivamente. Se puede
observar claramente que con una concentracion de 5 %
de S. aromaticum se obtiene una inhibicion total del
100% en relacion al crecimiento micelial del hongo
fitopatogeno F. oxysporum, lo cual indica una propie-

dad antifungica muy efectiva.
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Tabla 2. Datos del crecimiento radial del micelio (cm) de . oxysporum a concentraciones de 1%, 3%y 5% de S. aromaticum, evaluados durante
cinco dias

Concentraciones de s. Aromaticum

1% 3% 5%
Control I Control Il n m 1 m 1 0 I
Crecimiento Dia 1 0,50 0,55 035 050 0,50 020 015 0075 0 0 0
radialde  Dia2 1,00 1,05 0,85 090 095 030 020 020 0 0 0
fusarium  Dia 3 1,05 1,10 120 120 1,30 040 035 045 0 0 O
oxysporum  Dia 4 1,55 1,95 140 145 1,55 0,80 0,75 090 0 0 0
(cm) Dia 5 2,65 2,80 2,10 250 2,50 1,10 1,00 1,00 0 0 0

Figura 1. Crecimiento micelial de F. oxysporum a los cinco dias de sembrado, para cada concentracion de S. aromaticum, con sus respectivas
repeticiones.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de S. aromaticum “clavo de olor” a las concentraciones de 1%, 3% y 5% frente al hongo fitopatdgeno F.
oxysporum

Porcentaje de inhibicion

1% 3% 5%

I I 11 I 1l 11 I I 11|
Dia 1 33,33 4,76 4,76 61,9 71,43 85,71 100 100 100
Dia 2 17,07 12,20 7,32 70,73 80,49 80,49 100 100 100
Dia 3 4,19 4,19 2,33 62,79 67,44 58,14 100 100 100
Dia 4 20,00 17,10 11,4 54,30 57,10 48,60 100 100 100
Dia 5 22,94 8,26 8,26 59,63 63,30 59,63 100 100 100
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Tabla 4. Promedio de porcentaje de inhibicion de S. aromaticum “clavo de olor” a las concentraciones para cada concentracion (1%, 3% y 5%)

frente al Hongo Fitopatogeno Fusarium oxysporum

Porcentaje de inhibicién

1% 3% 5%

Dia 1 14,286 73,016 100

Dia 2 12,195 77,236 100

Dia 3 3,566 62,791 100

Dia 4 16,190 53,333 100

Dia 5 13,150 60,856 100

Promedio % inhibicién por concentracion 11,877 65,446 100

Estos resultados nos permitieron realizar un analisis
ANOVA en relacion a los niveles de concentracion
empleados para el estudio, en donde se puede demos-
trar que existe suficiente base estadistica para afirmar

que, para las tres concentraciones de S. aromaticum

“clavo de olor”, si existen diferencias significativas
respecto a la actividad antifungica de cada una de ellas
frente al hongo fitopatdégeno F. oxysporum, con un

porcentaje de error de 5% (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de Varianza (ANOVA) para el caracter: “Concentracion” de clavo de olor, Syzygium aromaticum.

*Origen de las

o G.L. S.C. C.M. Fc Ft
variaciones
Entre grupos 2 19715,30 9857,65 253,66 3,89
Dentro de los grupos 12 466,34 38,86
Total 14 20181,64

G.L.=Grados de libertad; S.C. = Suma de cuadrados; C.M. = Cuadrados medios; Fc = Estadistico F calculado; Ft= Estadistico F tedrico

IV.DISCUSION

El crecimiento radial del micelio de F. oxysporum para
los controles, asi como para las concentraciones de 1%
y 3% de S. aromaticum son de 2.65 cm, 2.5 cmy 1.1
cm, respectivamente, considerandose los datos mas
altos de crecimiento micelial en estas placas. Ademas,
para la concentracion de 5% de S. aromaticum, no se
observa crecimiento micelial del hongo. Asi mismo,
en relacion a las concentraciones de 1% y 3% de S.
aromaticum, el porcentaje de inhibicion en relacidn al
crecimiento micelial de £ oxysporum es de 11.88% y
65.45% respectivamente.

La evaluacion de las concentraciones de 1% y 3%
presentaron un porcentaje de inhibicion menor frente
al crecimiento micelial del hongo fitopatégeno Fusa-
rium oxysporum. Ademas, se puede observar clara-
mente que con una concentracion de 5 % de S. aroma-
ticum se obtiene una inhibicion total del 100% en rela-
cion al crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno F.
oxysporum, lo cual indica una propiedad antifungica
muy efectiva.

Los resultados de nuestra investigacion coinciden con

diversos estudios realizados empleando S. aromati-

cum frente al crecimiento del hongo Fusarium. Por
ejemplo, Pawar y Thaker (2007) realizaron estudios
empleando aceites esenciales para el control de Fusa-
rium oxysporum f. sp. cicer, entre ellos los mas efica-
ces fueron de canela (Cinnamomum zeylanicum),
casia (Cinnamomum cassia), clavo de olor (Syzygium
aromaticum) y hierba de limén (Cymbopogon citra-
tus), pues tuvieron un alto efecto inhibitorio.
Asimismo, Velluti ef al., 2004 en sus estudios evalua-
ron el crecimiento de especies de hongos, como Fusa-
rium verticillioides, F. proliferatumy F. graminearum,
con extractos vegetales y/o aceites esenciales de cane-
la, clavo de olor, orégano, hierba de limén y palmaro-
sa, en donde presentaron inhibicion en las especies de
Fusarium.

Cardiet et al., 2011, enfrent6 otra especie de este hon-
go, Fusarium graminearum, frente a extractos de
Syzygium aromaticum ““clavo de olor”, donde también
se observaron resultados de inhibicidn en el creci-
miento micelial del hongo en mencion.

Estudios de Rueda ez al. (2013), realizaron estudios de
diferentes extractos, dentro de los cuales emplearon el

extracto acuoso de Syzygium aromaticum “clavo de
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olor”. En esta evaluacion, el extracto presento activi-
dad bioldgica para diferentes especies de hongos
empleados en su estudio, dentro de los cuales estaba
incluido Fusarium oxysporum. Ademas, estos resulta-
dos fueron relacionados a otros en donde también
demostraron que el aceite esencial de clavo posee
actividad antifingica in vitro, afectando especies que
se desarrollan frecuentemente en los alimentos tales
como Paeciliomyces, Peniclilium spp., Rhizophus
spp., Rhizomucor spp., inclusive algunas especies de
Aspergillus (Joseph and Sujatha, 2011) y que inhibe
perceptiblemente el crecimiento de Aspergillus flavus,
A. niger, Fusarium oxysporum, F. chrysogenum, Peni-

cillium spp. (Kritzinger et al., 2002).

V.CONCLUSIONES

Syzyygium aromaticum “clavo de olor”, presenta una
actividad antifungica contra el hongo fitopatogeno
Fusarium oxysporum a una concentracién de 5%,
presentando propiedades antifingicas efectivas, con
un porcentaje de inhibicion de 100%, esto debido al
efecto inhibitorio que posee esta especie.

Teniendo en cuenta ello, la investigacion realizada
servird como una propuesta para proponer investiga-
ciones aplicativas, con la finalidad de determinar el
efecto de estos componentes sobre frutos en estudios

insitu.
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