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Resumen. - El cultivo de banano es uno de los mas importantes a nivel mundial y el Ecuador
es uno de los paises con mayor capacidad de exportacion. Esto representa elevados ingresos
econémicos para el pais. Sin embargo, estos cultivos pueden ser afectados nuevamente
por el Mal de Panamé, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Este trabajo esta
dirigido a determinar la efectividad de desinfectantes frente a cinco cepas distintas de Fusarium
spp., con el fin de contribuir a la implementacién de procesos de bioseguridad en puntos de
ingreso al pais y en bananeras. Un total de 5 desinfectantes comerciales fueron seleccionados
y su actividad fue evaluada luego de 30 segundos, T minuto y 5 minutos de exposicion a
una suspension de macroconidios y otra de clamidosporas (10° /mL). De los desinfectantes
probados, aquel compuesto por glutaraldehido y dos amonios cuaternarios fue el mas eficiente
al inhibir el desarrollo de Fusarium spp, en la mayoria de las concentraciones evaluadas y en
todos los tiempos de exposicion. El producto a base de cloruro de alquil dimetil bencil amonio
20 % (amonio cuaternario) y aquel compuesto por acido hipocloroso 0,05 % (neuthox) fueron
efectivos generalmente en concentraciones mayores o iguales a la recomendada. Ninguno de
los desinfectantes de didxido de cloro fue eficaz inhibiendo el desarrollo de Fusarium spp.

Palabras clave: clamidosporas, concentracion minima inhibitoria, macroconidios, amonio
cuaternario, glutaraldehido, acido hipocloroso, diéxido de cloro.

Abstract. - Banana crop is one of the most important all over the world and Ecuador is one of
the countries with the highest export ranges. This represents a significant economic income for
the country. However, these crops could be affected by Panama Disease, caused by Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc). This work aimed to determine the effect of disinfectants solutions
againstfive strains of Fusarium spp., (for the implementation of biosecurity procedures against this
disease within farm, ports and airports). A total of 5 commercial disinfectants were screened and
their activity was assessed through the exposure of a suspension containing 10° macroconidia
or chlamydospores /mL to different concentrations of the disinfectant agent after 30 seconds,
1 minute and 5 minutes, under laboratory conditions. Among the tested disinfectants, the
formulation composed of glutaraldehyde and two different quaternary ammonium compounds
was found to be the most effective against Fusarium spp. The product composed of 20 %
quaternary ammonium along with the hypochlorous acid-based disinfectant were efficient only
when high concentrations were applied, but not when fungal structures were exposed to lower
concentrations of the formulation. None of the chlorine dioxide disinfectants was effective, in
terms of inhibition of the fungal growth, under the evaluated parameters.

Keywords: chlamydospores, minimal inhibitory concentration, macroconidia, quaternary
ammonium, glutaraldehyde, hypochlorous acid, chlorine dioxide.
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Introduccion

El banano es una planta frutal herbdcea perteneciente a la familia Musaceae (Al-daour et al.
2019). Las plantaciones de banano se desarrollan de forma éptima en regiones tropicales y
subtropicales, con altitudes no mayores a 600 msnm y temperaturas aproximadas de 25 °C,
lo que coincide con las condiciones agroclimaticas de regiones como Latinoamérica, Asia
(principalmente India y Filipinas), y Africa occidental (Vasquez 2010; Soto 2011; Gonsabay 2014).
Este es uno de los cultivos de mayor produccion a nivel mundial y Ecuador es uno de los pafses
con mayor capacidad de exportacion, alcanzando 6 685 000 toneladas en el ano 2019 (FAO
2019). Consecuentemente, esto representa elevados ingresos econdmicos para el Ecuador
como mayor productor mundial de esta fruta.

La existencia de determinados organismos fitopatdgenos ha amenazado seriamente la
viabilidad del cultivo de banano. Por ejemplo, Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 1 (Foc R1)
es el agente etiolégico de la enfermedad denominada“Mal de Panama”que, durante las décadas
del 50 y 60 del siglo anterior, devastd miles de hectédreas de banano de la variedad Gros Michel
en el continente americano (Serrano 2012; Rodriguez et al. 2014; Pérez 2015). La sustitucion de
la variedad Gros Michel por tipos del subgrupo Cavendish, por su resistencia frente a Foc R1,
constituyd la solucién tomada en aquel entonces por todos los paises afectados, incluyendo al
Ecuador (Ploetz 2006; Pérez 2015). Asimismo, se ha documentado la existencia de la Raza 2 (Foc
R2) que ataca a los bananos de coccién tipo Bluggoe, y la Raza 3 (Foc R3) que ataca a plantas
ornamentales del grupo de las heliconias. Ademas de estas, la Raza 4 (Foc R4) afecta a todos los
cultivares de Cavendish, conjuntamente con aquellas variedades sensibles a Foc R1y Foc R2 (Dita
et al. 2018). En funcion de la regiéon geografica en las que Foc R4 afecte a la variedad Cavendish,
se reconocen dos divisiones del patdgeno (Villaverde 2018). F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4
division subtropical (Foc R4ST) es el causante de la enfermedad en zonas subtropicales cuando
el cultivo se encuentra bajo condiciones de estrés, mientras que F. oxysporum f. sp. cubense Raza
4 division tropical (Foc R4T) es patogénico en condiciones climaticas de regiones tropicales y
subtropicales (Dita et al. 2018). Desde la aparicion de Foc R4T en el Sudeste Asiatico a inicios
de los 90°s se ha constituido una seria amenaza para la industria bananera (Hwang y Ko 2004;
Angel y Rodriguez 2016). En ese contexto, Foc R4T ha afectado seriamente a los cultivares de
Cavendish en el Sur de Asia, Asia Pacifico, Sur de Australia, Africa y recientemente Colombia en
América del Sur (ONU 2019), comprometiendo seriamente la supervivencia de los cultivos y
consecuentemente conduciendo a grandes pérdidas econémicas por parte de los principales
exportadores de la fruta (Amani y Avagyan 2014). Ante la confirmacién de la presencia de
Foc R4T en cultivos de banano en Colombia en el mes de agosto de 2019, se incrementd la
preocupacion de los paises vecinos con respecto a la potencial diseminacion del patégeno en
la region (ICA 2019; Miranda 2019). Hasta el mes de agosto del 2020 en La Guajira — Colombia,
se reportaron aproximadamente 2 213 hectareas, actualmente en cuarentena, afectadas por el
hongo (ICA 2020).

A diferencia de otros organismos fitopatégenos que requieren de tejidos del hospedador para
sobrevivir, las esporas de Fusarium oxysporum pueden ser transportadas, con gran facilidad, por
medio de zapatos, equipos, equipajes, herramientas o cualquier utensilio que tenga contacto
con el suelo contaminado con las esporas del hongo (Dita et al. 2010). Adicionalmente, las
estructuras de este hongo pueden permanecer viables en el suelo por periodos prolongados de
tiempo (Rodriguez et al. 2014; Dita y Martinez De La Parte 2014). Por ejemplo, las clamidosporas
de Foc R4T sobreviven por mas de 30 afos, hasta encontrar las condiciones adecuadas para su
germinaciony desarrollo, lo que puede incluir el contacto con el hospedador (Angely Rodriguez
2016; Dita et al. 2013).

Dichoesto,laeventualentradaydiseminacion de este patdégenoal Ecuadortendriaconsecuencias
devastadoras tanto econémicas como en términos de seguridad alimentaria (Molina et al.
2009; Angel y Rodriguez 2016). Una de las medidas mas rapidas y simples para controlar la
diseminaciéon de Foc, es el uso de desinfectantes en implementos, equipos, zapatos, y otros
objetos que puedan tener contacto con esporas fungicas (Pérez y De la Parte 2015; Cedefo
2020). Estas formulaciones quimicas se emplean con el propdsito de inhibir el desarrollo de
microorganismos sobre una superficie inerte u objeto inanimado, al ejercer su accion en distintas
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estructuras de las células microbianas, limitando asf la contaminacién cruzada en multiples
cadenas de produccién (Loor y Gordon 2013). La eficiencia de estos productos depende de la
composicion, la concentracion, la temperatura y del tiempo de acciéon (Burguet et al. 2013). Esta
también varia en funcion del organismo diana. Asi por ejemplo, algunos hongos filamentosos
son mas resistentes a compuestos clorados, comparados con bacterias no esporuladas (Guentzel
et al. 2010). La efectividad de un mismo desinfectante puede mostrar diferencias significativas,
incluso, frente a distintas especies de hongos, siendo Fusarium spp. uno de los géneros mas
resistentes (Rood et al. 2018; Guerra et al. 2019). El pH es otro valor para tener en cuenta, ya que
las formas ionizadas de los agentes disociables son més efectivas al permear con mayor facilidad
a través de las membranas bioldgicas (los agentes anidnicos tienen mayor actividad a pH acido
y los catiénicos a pH alcalino) (Meldrum et al. 2013).

Previamente se han realizado estudios relacionados a la eficiencia de desinfectantes comerciales
frente a diferentes cepas de F. oxysporum en distintas plantaciones. Estas investigaciones han
evidenciado resultados variables. Por ejemplo, mientras productos a base de detergentes (dcido
alquilbencenosulfénico, dietanolamida de coco, piridina-2-14 tiol 1-éxido y sal de sodio), como
Castrol Farmcleanse (Castrol Australia Pty Ltd., Docklands, VIC, Australia), han mostrado eficiencia
en el control del crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum en plantaciones de
algodon (Moore et al. 2001; Bennett et al. 2011), otros ensayos mas recientes han demostrado
que no son efectivos previniendo la germinacion y el crecimiento de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 4 subtropical (Nel et al. 2007; Pérez 2015). En contraste, los productos a base
de amonio cuaternario presentan mayor eficiencia inhibiendo el desarrollo de varias cepas de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1y raza 4, divisiones subtropical y tropical, en diferentes
condiciones de ensayo (Nel et al. 2007; Meldrum et al. 2013). Se conoce también que el agua
neutral electrolizada (NEW por sus siglas en inglés), cuyo ingrediente activo es acido hipocloroso,
es efectivo reduciendo el nimero de conidios de Fusarium spp. en semillas y frutas de tomate
infectadas artificialmente (Vasquez et al. 2016; Guerra et al. 2019). Asimismo, la eficacia de
formulaciones a base de dioxido de cloro frente a conidios y clamidosporas de Fusarium
oxysporum también ha sido evaluada, observéandose resultados variables (Copes et al. 2004;
Scarlett et al. 2016).

En funcién de la mencionada variabilidad de resultados, se considera necesario evaluar diversos
desinfectantes disponibles en el mercado local, con el proposito de seleccionar productos
capaces de inhibir el desarrollo de cepas de Fusarium spp. y asf obtener resultados orientados a
la delimitacion de fungicidas que podrian evaluarse y aplicarse como medidas de prevencion en
plantaciones y puntos de ingreso al pais, como puertos y aeropuertos frente al potencial ingreso
de Foc R4T al Ecuador.

Considerando la amenaza fitosanitaria que Foc R4T representa para los cultivos de banano
en el Ecuador, el principal propdsito de esta investigacion fue evaluar la eficacia de varios
desinfectantes comerciales, en funcién de la concentracion y el tiempo de contacto, frente a un
amplio espectro de cepas de Fusarium spp., en conexion con la estrategia de prevencion ante
la eventual entrada de éste patdgeno al pals. Este articulo podria constituir una herramienta
capaz de aportar informacién confiable para el establecimiento de medidas preventivas frente
a Foc R4T en la cadena productiva de musaceas y en distintos puntos de ingreso al pais, como
puertos y aeropuertos.

Materiales Y Métodos

Seleccion de cepas fungicas y desinfectantes. - Las cepas seleccionadas para el presente
estudio fueron provenientes de las colecciones de cultivos pertenecientes a los laboratorios
de Fitopatologia de la Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario (Agrocalidad) y de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE).
Se utilizaron 5 cepas de Fusarium spp., previamente aisladas y rigurosamente identificadas (Tabla

1).

Se utilizaron 5 desinfectantes comerciales con diferentes composiciones quimicas (Tabla 2). De
cada uno de los desinfectantes se consideraron seis diferentes concentraciones especificadas

Evaluacién de desinfectantes contra cepas de Fusarium
Ordoriez et al.
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Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio

Codigo Especie Regiones secuenciadas Cultivo de
para identificacion del origen
organismo
FP 19-0958 F. oxysporum ITSy TEF Banano
B-MB-01 F. oxysporum ITSy TEF Banano
FP 15-0317 F. oxysporum ITSy TEF Frutilla
FP 14-062 F. incarnatum - equiseti ITSy TEF Soya
YC3 F. oxysporum ITSy TEF Uvilla

Cepas de Fusarium spp. empleadas en los ensayos de eficacia de desinfectantes. F. oxysporum
YC3 provino de la colecciéon de cultivos del laboratorio de Fitopatologia de la PUCE, mientras
que F. oxysporum FP 19-0958, B-MB-01y FP 15-0317 junto con F. incarnatum — equiseti FP 14-
062 pertenecen a la colecciéon de cultivos del laboratorio de Fitopatologia de Agrocalidad

en la (Tabla 2).

Suspensién de macroconidios y clamidosporas. - A partir de crioviales conservados a -80 °C,
cada una de las cepas fue propagada, de forma individual, en 5 cajas Petri conteniendo PDA
(Potato Dextrosa Agar). Para esto, los cultivos fueron incubados a 25 °C durante 10 dias. La
pureza de cada cepa en el medio de cultivo se determind mediante anélisis microscopico. La
suspensiéon de macroconidios de cada cepa se prepard removiendo el micelio de la superficie
de los cultivos utilizando un asa micoldgica. Este se transfirid a un matraz Erlenmeyer estéril
conteniendo 50 mL de solucién fisioldgica de NaCl 0.85 % con perlas de vidrio de 3 mm de
didmetro. Esta preparacion se homogenizd en un agitador rotatorio durante 30 minutos y
luego se filtré el contenido a través de almohadillas de algoddn estériles para remover las hifas
del patégeno. La concentracion fue ajustada a 10° macroconidios/mL, lo que fue confirmado
mediante recuento en camara de Neubauer (AOAC 2005; Davicino et al. 2007; Lin et al. 2016).
En cuanto a la suspensién de clamidosporas se siguid la metodologfa descrita por (Nguyen
et al. 2019) con algunas modificaciones. Brevemente, las cepas se propagaron en 5 cajas Petri
con medio SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) bajo las mismas condiciones descritas arriba. A
partir de los cultivos en SNA se transfirié el micelio superficial directamente a frascos con 50 mL
de caldo suelo estéril. Estos se agitaron a 90 rpm en un agitador orbital a temperatura ambiente
por 10 difas. Se realizaron recuentos en cémara de Neubauer, periédicamente, desde el quinto
dia hasta llegar a la concentracion de 10° clamidosporas/mL. Finalmente, este cultivo liquido se
filtré haciendo uso de almohadillas de algodon estériles, con el fin de capturar clamidosporas, y
posteriormente se filtré el algoddn empleado anteriormente, en sentido inverso, para depositar
los propagulos de clamidosporas en 50 mL de solucién estéril de NaCl 0,85 %.

Ensayo de contacto. - Se empled la metodologia 955. 17 de la Association of Official Analytical
Chemists (AOAC 2005). Para ello, se prepararon 5 ml de las diluciones de los desinfectantes (Tabla
2). Conjuntamente se utilizé un control negativo de fenol que permite el crecimiento fungico
a una dilucion de 1:70 y un control positivo de fenol que inhibe el desarrollo del hongo a una
dilucion de 1:60. Los tubos con las distintas diluciones de los desinfectantes fueron temperados
en bafo Maria a 25 °C. Luego se colocé, de forma individual, 0,5 mL de la solucién stock de
macroconidios o clamidosporas en los tubos con las distintas concentraciones de desinfectantes.
Transcurrido el tiempo de exposicion (30 segundos, 1y 5 minutos) se inocularon 10 ulL de la
suspension anterior, en 10 mL de caldo glucosa suplementado con lecitina 0,07 % y 0,5 % de
polisorbato 80, como agentes neutralizantes de la accidon fungistatica de los desinfectantes
(Ferndndez-Crehuet et al. 2013). Este procedimiento, en cuanto a los controles, se realizé a un
tiempo de exposicién de 10 minutos. Los tubos con caldo glucosa modificado se incubaron
a 25 °C por 10 dfas. A partir de ese momento, se observaron los resultados finales mediante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada producto desinfectante, en
funcion de la turbidez del medio de cultivo.
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Tabla 2. Composicidn de los desinfectantes y concentraciones de cada producto evaluados en el
estudio

. s Casa
Desinfectante Composicion .
Comercial
Agri‘germ 1510 Glutaraldehido 15 % Imvab
Cloruro de Alquil Dimetil Bencil Amonio 8 % CIA.LTDA
Cloruro de Dimetil Didecil Amonio 2 %
Amonio cuaternario Cloruro de Alquil Dimetil Bencil Amonio 20 % Maymo S.A.
« Danish Clean
Acido hipocloroso 0,05 %
Neuthox i ip o Water SA.
Clodos Puro Diéxido de cloro 0,0075 % (75 ppm) STCS.L.U.
Biocidox Didxido de cloro 10 % (Tabletas 20 g) Boeckorp S.A.
Diluciones (%)
C1 c2 c3 c4 c5 (o)
Agri‘germ 1510 1,6 1,2 0,8 04 0,2 0,1
Amonio cuaternario 0,2 0,15 0,1 0,05 0,025 0,0125
Neuthox 60 45 30 15 7,5 3,75
Clodos Puro 0,58 043 0,29 0,15 0,075 0,038
Biocidox 0,002 0,0015 0,001 0,0005 0,00025 0,00013

Valores numéricos corresponden a la concentracion del producto en las diluciones consideradas
para el ensayo: C1 - doble de la concentracién recomendada; C2 - promedio de la concentracion
recomendada y del doble de esta; C3 - concentracién recomendada por el fabricante; C4 - dilucion
1:2 de la concentracién recomendada; C5 - dilucién 1:4 de la concentraciéon recomendada; C6 -
dilucién 1:8 de la concentracién recomendada.

Como método de confirmacion se empled el método de siembra de mohos y levaduras de la
Norma ISO 21527-2 (2018) con algunas modificaciones. De forma aleatoria entre las réplicas
(por cepa y por desinfectante), se selecciond uno de los tubos con la concentracion mas
baja de aquellos que presentaron inhibicion y se inoculd 100 pL de su contenido sobre la
superficie en agar PDA, esperando crecimiento nulo de microorganismos después de 10 dias
de incubacién a 25 °C. Por otra parte, se selecciond de forma aleatoria, uno de los tubos que
presentaron crecimiento con la concentracion mas alta del desinfectante y se inocularon 100
uL de su contenido en agar PDA, con el propdsito de evidenciar el desarrollo, Unicamente, de
Fusarium spp., luego del tiempo de incubacién (bajo las condiciones previamente descritas),
y asi descartar la presencia de microorganismos contaminantes que pudieran interferir en los
resultados del ensayo.

Andlisis estadistico. -Todos los ensayos experimentales fueron ejecutados por duplicado
siguiendo la norma de la AOAC (2005). Para determinar el nivel de significaciéon entre los
desinfectantes con la inhibicion de Fusarium spp. y predecir la relacion de las variables, los
resultados se analizaron mediante regresién logistica binaria conjuntamente para macroconidios
y clamidosporas. Los datos se agruparon en dos grupos: variables independientes (tipo de
desinfectante, concentraciones de cada unoy el tiempo de exposicion) y variables dependientes
(inhibicién o desarrollo del hongo). Para ello se hizo uso del software IBM Statistical Package for
the Social Science - SPSS 22 (IBM Corporation 2015; Li et al. 2015).

Resultados

La efectividad de los desinfectantes frente a Fusarium spp. fue medida en base a la concentracion
minima inhibitoria (CMI), es decir, la dilucion mas alta capaz de inhibir el desarrollo de
macroconidios y clamidosporas dentro de cada tiempo de exposicion. A los 30 segundos de
exposicion, Unicamente Agrigerm 1510 inhibio el crecimiento de macroconidios de todas

Evaluacién de desinfectantes contra cepas de Fusarium
Ordoriez et al.



las cepas en la dosis recomendada (producto diluido al 0,8 % equivalente a glutaraldehido
0,12 %, cloruro de alquil dimetil bencil amonio 0,064 %, cloruro de dimetil didecil amonio 0,016
%). Ademds, la CMI de este producto oscild entre C6 (0,1 %) y C3 (concentracion recomendada).
En el caso de clamidosporas, la CMI de Agrigerm 1510 frente a cada cepa aumentd a la
concentracion inmediata superior para todas las cepas evaluadas (Tabla 3). Neuthox inhibio
el crecimiento de macroconidios de las cepas FP 19-0958 y FP 15-0317 en la concentracién
recomendada (C3 - producto diluido al 30 % equivalente a acido hipocloroso 0.015 %), vy
en las cepas restantes en la dilucion C2 (producto diluido al 45 %). Respecto al ensayo con
clamidosporas de Fusarium spp., se requirieron las concentraciones C1 (producto diluido al 60
%) y C2 (producto diluido al 45 %) para inhibir el desarrollo de las estructuras fungicas. La CMI
del producto Amonio cuaternario frente a macroconidios, en este tiempo de exposicion, fue
C1 (producto diluido al 0,2 %) para todas las cepas, con excepcion de FP 19-0958 y B-MB-01. En
contraste, frente a clamidosporas este desinfectante impidié el crecimiento de todas las cepas
en la misma dilucion (C1), exceptuando el aislamiento B-MB-01. Los desinfectantes Clodos Puro
y Biocidox no inhibieron la germinacion de macroconidios y clamidosporas de las cepas de
Fusarium spp. evaluadas, en ninguna concentracion y tiempo de exposicion (Tabla 3).

Transcurrido un minuto de exposicion, la CMI de Agrigerm 1510 frente a macroconidios fue
inferior en dos cepas, reduciéndose de C4 (producto diluido al 0,4 %) a C5 (producto diluido al
0,2 %). Este desinfectante fue el Unico en inhibir el crecimiento de clamidosporas, de cada una
de las cepas empleadas, dentro de la concentracién recomendada al minuto de contacto. Sin

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria de cada desinfectante inhibiendo el crecimiento de conidios y
clamidosporas de 5 cepas de Fusarium spp. a los 30 segundos, 1 minuto y 5 minutos de exposicion

Concentracion Minima Inhibitoria

Conidios Clamidosporas
Cepas Agriigerm  Neuthox  Amonio Clodos Biocidox Agrigerm Neuthox  Amonio Clodos Biocidox
1510 cuaternario  Puro 1510 cuaternario  Puro
30 segundos

FP19-0958 C3 C3 NI NI NI Cc2 C2 C1 NI NI
B-MB-01 Cc6 Cc2 NI NI NI C5 C2 NI NI NI
FP15-0317 C5 C3 C1 NI NI C4 C1 C1 NI NI
FP 14-062 C4 (67 C1 NI NI C3 C1 C1 NI NI
YC3 C4 C2 C1 NI NI C3 Cc2 C1 NI NI

1 minuto
FP19-0958 C3 C3 C3 NI NI C3 C2 C1 NI NI
B-MB-01 C6 C3 C1 NI NI Cc6 C2 C1 NI NI
FP15-0317 C5 C3 Cc2 NI NI C5 C3 C3 NI NI
FP 14-062 C5 C3 Cc2 NI NI C5 C2 C1 NI NI
YC3 C5 C4 C1 NI NI C5 C3 C1 NI NI

5 minutos
FP19-0958 C4 C4 C3 NI NI C4 C3 C3 NI NI
B-MB-01 Cc6 C3 C1 NI NI C6 C4 C1 NI NI
FP15-0317 C5 C4 C3 NI NI C5 C3 C3 NI NI
FP 14-062 C5 C3 C3 NI NI C5 C3 C3 NI NI
YC3 C5 C4 C4 NI NI C5 C3 C3 NI NI

[C1] doble de la concentracion recomendada, [C2] promedio de la concentracion recomendada y del doble de esta,
[C3] Concentracion recomendada por el fabricante, [C4] Dilucion 1:2 de la concentracién recomendada, [C5]
Dilucion 1:4 de la concentracion recomendada, [C6] Dilucion 1:8 de la concentracion recomendada, [NI] No hay
inhibicion de conidios y/o clamidosporas

REMCB 42 (1): 11-25, 2021
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embargo, no existio diferencia con relacion al ensayo efectuado con macroconidios durante
el mismo tiempo de exposicion En el caso de Neuthox, la concentracion recomendada (C3 -
producto diluido al 30 %) correspondio a la CMI para macroconidios de todas las cepas, menos
para la cepa YC3, cuya CMI correspondié a la dilucién C4 (producto diluido al 15 %). La CMI de
este producto para clamidosporas oscilé entre C2 (producto diluido al 45 %) y C3 (producto
diluido al 30 %), siendo mayor en todos los casos a la concentracion requerida para inhibir
macroconidios. El producto Amonio cuaternario tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de macroconidios y clamidosporas de todas las cepas en las tres primeras concentraciones. No
obstante, la concentracidon mas elevada (C1 equivalente a una dilucién del 0,2 % del producto)
fue necesaria para evitar la propagacion de clamidosporas, exceptuando la cepa FP 15-0317
cuya CMI (C3 - 30 %) fue menor en comparacion con C2 (producto diluido al 45 %) que inhibid
los macroconidios de esta cepa (Tabla 3).

Al cabo de 5 minutos de exposicion, Agrigerm 1510 mostré un efecto fungistético, sobre
las diferentes cepas evaluadas, en las diluciones C4 (0,4 %), C5 (0,2 %) y C6 (0,1 %). La CMI de
Agrigerm 1510 frente a macroconidios y clamidosporas no varié con relacion al minuto de
exposicion, con excepcion de la cepa FP19-0958, para la cual la CMI disminuyd de C3 (producto
diluido al 0,8 %) a C4 (producto diluido al 0,4 %). La CMI de Neuthox ante la presencia de
macroconidios fue inferior para dos cepas (FP19-0958 y FP15-0317), pasando de C3 (30 %), luego
de 1 minuto de exposicion, a C4 (15 %) tras 5 minutos de exposicion. Con respecto al ensayo
ejecutado con clamidosporas expuestas a Neuthox, la CMI también decreci¢ con respecto al
anterior tiempo de exposicion. Vale resaltar el caso de la cepa B-MB-01, para la cual se evidencio
que la CMl frente a clamidosporas fue menor que aquella registrada en macroconidios después
de exponerse por 5 minutos al desinfectante Neuthox. El producto Amonio cuaternario inhibio
a los macroconidios del hongo desde la dilucion C4 (0,05 %) hasta C1 (0,2 %), observandose
una disminucion en la CMI para dos cepas (FP 19-0958 y FP 15-0317). Asimismo, la CMI frente
a clamidosporas luego de 5 minutos de exposicion al producto amonio cuaternario fue C3
(producto diluido al 0,1 % equivalente a cloruro de alquil dimetil bencil amonio 0.02 %), excepto
la cepa B-MB-01. Igualmente, es necesario mencionar que la CMI frente a ambas estructuras
fungicas no varia dentro de los 5 minutos, excluyendo a la cepa YC3 (Tabla 3).

En base al analisis estadistico realizado en conjunto para conidios y clamidosporas, queda
demostrado que el desinfectante con la probabilidad més alta de inhibir el crecimiento de
Fusarium spp. es Agrigerm 1510 (Exp-B = 0,12: P = 0,000). Asimismo, el aumento del tiempo
de exposicion estd relacionado directamente con una mayor efectividad del desinfectante
(Exp-B =2,650: P = 0,000). Finalmente, se demostré que el factor de dilucion de los productos se
relaciona de forma inversa con su efecto desinfectante (Exp-B = 0,250: P = 0,000). Las variables
independientes (tipo de desinfectante, concentracion y tiempo de exposicion) se relacionaron
directamente con las variables dependientes (desarrollo o inhibicién del hongo). Esto se justifico
con el andlisis de regresion logistica, mostrando que existe un 88,1 % de probabilidad de acierto
en los resultados obtenidos de las variables dependientes (Tabla 4).

A partir de este resultado, se tomdé en cuenta la significancia del modelo (< 0,05) y el valor
de la ecuacion de la regresion (Exp-B): si este es > 1, quiere decir que al aumentar el nimero
de la variable independiente la inhibicidon del microorganismo se vuelve mas probable; si el
valor es < 1, indica que al aumentar el nimero de la variable independiente la inhibicion del
microorganismo es menos probable (Tabla 4).

Discusion

Enla evaluacion de la eficacia de distintos desinfectantes comerciales en relacion al desarrollo de
propégulos de varias cepas de Fusarium spp. se emplearon dos desinfectantes con compuestos
de amonio cuaternario, siendo Agri'germ 1510 el més eficiente. Probablemente, la complejidad
de su formulacién y concentracion de cada uno de sus ingredientes activos (glutaraldehido 15
%, cloruro de alquil dimetil bencil amonio 8 %, cloruro de dimetil didecil amonio 2 %) resultd
en una mayor efectividad contra macroconidios y clamidosporas de las cepas de Fusarium spp.,
utilizadas en esta investigacion, en funcion de los parametros evaluados. Este fendémeno podria
explicarse, en primer lugar, por el efecto del glutaraldehido que radica en la destruccion de los
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Tabla 4.- Regresion logistica — probabilidad y valores de la ecuacién de regresion logistica
Tabla de clasificacion

SCIC Pronosticado Correccion de
SCIC Observado Con Sin porcentaje
crecimiento  crecimiento
Con crecimiento 582 49 92,2
Sin crecimiento 58 211 784
Porcentaje global 88,1
Valores del  Error estandar ~ Grados de Sig. Ecuacion de la
coeficiente B libertad (gl) regresion logistica
(Exp-B)
Dilucion -1,38 0,11 1 0 0,25
Tiempo exposicion 0,98 0,16 1 0 2,65
Desinfectante -2,14 0,16 1 0 0,12
Constante 6,9 0,65 1 0 994,22

componentes celulares, alterando la sintesis proteica de bacterias, micobacterias, virus y hongos
(Cowan et al. 1993; Alvares 2018). En conexién con esto, se ha observado que glutaraldehido
en una concentracion de 0,25 % tiene un efecto esporicida del 100 % frente a F. oxysporum f. sp.
narcissi (Linfield 1991). Adicionalmente, los compuestos de amonio cuaternario , en este caso
cloruro de alquil dimetil bencil amonio y cloruro de dimetil didecil amonio, al ser tensoactivos
reducen la tension superficial, lo que facilita la adsorcién a las superficies y causan la ruptura de
las membranas celulares de los microorganismos expuestos (Nogueira 2013; Zubel 2020). En
sinergia, los compuestos de amonio cuaternarioy los del grupo de los aldehidos han demostrado
ser idéneos al disminuir los niveles de contaminacion microbiana en superficies y utensilios
dentro de laboratorios clinicos (Finch y Fay 1994; Takahashi y Fava 2011; Christen et al. 2017).
Igualmente, el efecto de la combinacion de estos compuestos quimicos es capaz de reducir el
desarrollo de resistencia, en aquellos microorganismos que pueden generar mecanismos para
contrarrestar el efecto desinfectante de los aldehidos y en aquellos que puedan formar biofilms
en superficies u otros objetos (Kilvington et al. 2013; Ocampo et al. 2019). Estos mecanismos de
resistencia adquirida pueden ser el resultado de mutaciones de genes cromosémicos o por la
adquisicién de material genético en la forma de transposones (Vijayakumar y Sandle 2018).

Estudios previos realizados en Australia determinaron que los productos compuestos a base
de amonio cuaternario (Banana Basher Cleaner, Banana Shed/Equipment Cleaner, Organic
Food Fungal Cleaner, Sporekill, entre otros) son significativamente mas efectivos inhibiendo el
crecimiento de propagulos de clamidosporas de Foc R1'y Foc R4T, en condiciones similares a
nuestro estudio, en todos los tiempos de exposicidon evaluados (30 segundos, 5 minutos, 30
minutosy 24 horas) y todas las diluciones empleadas (1:10, 1:100 y con menor impacto en 1:1000)
(Nel et al. 2007; Meldrum et al. 2013; Nguyen et al. 2019). Los resultados en cuanto al segundo
producto de Amonio cuaternario (cloruro de alquil dimetil bencil amonio 20 %) evaluado en
este estudio son consistentes con ensayos anteriores, debido a que se evidencia la efectividad
del producto al emplear diluciones > 1:1000 o 0,1 % dependiendo de la cepa. Igualmente,
esto sugiere que la concentracion de ingrediente activo es una variable a tomar en cuenta. En
relacién con eso, previamente se ha observado que aquellos productos, con concentraciones >
10 % de amonio cuaternario (cloruro de benzalconio, cloruro de didecil dimetil amonio, cloruro
de alquil bencil dimetil amonio), con un tiempo de exposicion comprendido entre 30 segundos
y 24 horas presentan mayor efectividad frente a Foc (Nguyen et al. 2019). Ademads, es importante
destacar que los resultados con este desinfectante variaron dependiendo de la cepa. Por ejemplo,
la cepa B-MB-01 presentd una CMI general de 0,2 % y en el resto de las cepas se evidencio una
CMI que oscilé entre 0,15 % y 0,1 % en macroconidios y clamidosporas (Tabla 3). Esto sugiere
que la concentracion a ser aplicada deberia ser aquella que demuestre eficiencia frente al mas
amplio espectro de cepas de Fusarium spp. Ademas, se pudo determinar que la CMI de todos
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los desinfectantes, sobre las dos estructuras fungicas evaluadas varié en funcion del tiempo de
exposicion (principalmente a los 30 segundos), resultando en una mayor resistencia por parte
de las clamidosporas en funcion de la estructura de su pared v la presencia de biomoléculas de
reserva (Warman y Aitken 2018).

En lo referente a Neuthox, este producto resulto ser el segundo desinfectante més eficiente en
los 30 segundos de exposicion en las concentraciones C2 (45 %) frente a macroconidios de las
cepas B-MB-01, FP 14-062 y YC3, y C3 (30 %) en los aislamientos restantes (Tabla 3). Mientras
que, frente a clamidosporas fueron C1 (60 %) en las cepas FP 15-0317 y FP 14-062, y C2 (45
%) en el resto de cepas (Tabla 3). Sin embargo, presenta mayor efectividad en todas las cepas
dentro de la dilucién recomendada (30 % - C3) a partir del minuto de exposicion frente a
macroconidios y desde los 5 minutos de exposicion frente a clamidosporas. Este desinfectante
estd compuesto por acido hipocloroso (HCIO), el cual forma parte de un nuevo conjunto de
sustancias microbicidas que por suamplio espectro, rapida accion, amplio margen de seguridad,
concentracion y forma de estabilizacién, puede ser utilizado en procesos de desinfeccién
y/0 para controlar y prevenir un amplio nimero de infecciones en piel y mucosas (Calderon
2010). Los resultados obtenidos en el presente trabajo experimental con el producto Neuthox
son consistentes con los hallazgos concluyentes de ensayos previos. En ese contexto, ciertos
estudios demuestran que el HCIO es capaz de reducir en > 99,99 % el nimero de macroconidios
viables de Fusarium solani, en condiciones de laboratorio, a una concentraciéon de 0,01 % a partir
del minuto de exposicién y a concentraciones de 0,004 a 0,006 % a partir de los 10 minutos
de exposicion (Robson et al. 2007; Audenaert et al. 2012; Odorcic et al. 2015; Guerra et al. 2019).
Las concentraciones de acido hipocloroso que inhibieron el desarrollo de Fusarium spp. en el
presente estudio son: 0,03 %; 0,023 %; 0,015 % y 0,008 %. De forma general, los compuestos
de cloro son poderosos germicidas de amplio espectro de actividad, reactivos con la materia
orgénicay deben usarse sobre superficies limpias o0 en concentraciones elevadas para garantizar
un proceso de desinfeccion eficiente (Torres y Araujo 2008). El cloro y sus derivados ejercen su
efecto inhibiendo reacciones enzimaticas, desnaturaliza proteinas e inactiva acidos nucleicos
(Medinay Valencia 2008; Flamenco y Guevara 2011)

En esta investigacion, los productos a base de didxido de cloro (Clodos Puro y Biocidox)
no inhibieron el crecimiento de ninguna de las cepas de Fusarium spp. en ninguna de
las concentraciones y tiempos de exposicidon evaluados. Sin embargo, otros estudios han
determinado que las concentraciones ¢ptimas de didxido de cloro, diluido en agua destilada,
son: T ppm (0,0001 %), 3 ppm (0,0003 %) y 5 ppm (0,0005 %) durante 4 minutos frente a
macroconidios, micelio y clamidosporas de Fusarium spp. respectivamente (Copes et al. 2004,
Scarlett et al. 2016). Asimismo, cabe afadir que ensayos in vitro llevados a cabo con didxido
de cloro gaseoso demostraron que la aplicacion de este compuesto es capaz de inhibir
significativamente, en concentraciones superiores a 0,0001 %, el crecimiento de Fusarium
oxysporum f. sp. batatas, durante un tiempo de exposiciéon de 30 minutos (Lee et al. 2019).
Mientras que, en este estudio se trabajé con Clodos Puro con un rango de 0,0000028 (C6 -
producto diluido al 0,038 %) a 0,000044 % (C1 — producto diluido al 0,58 %) de didxido de cloro,
concentraciones considerablemente inferiores con relacién a estudios previos. Ademas, no se
observé inhibicién del crecimiento de macroconidios y clamidosporas de ninguna de las cepas
de Fusarium spp. con el producto Biocidox, en concentraciones de 1 ppm, 1,5 ppm y 2 ppm
de dioxido de cloro, mostrando diferencias con el estudio publicado por Scarlett et al. (2016).
Adicionalmente, en el estudio llevado a cabo con didxido de cloro gaseoso (Lee et al. 2019), la
concentraciony el tiempo de exposicion para impedir el desarrollo del hongo son mas altos que
los evaluados en el presente estudio en el que se utilizé diéxido de cloro en solucién. En cuanto
a Clodos Puro y Biocidox es necesario evaluar concentraciones superiores a 2 ppm (0,0002 %)
durante los mismos tiempos de exposicion, con el fin de determinar la concentracion minima
inhibitoria. Estudios realizados en Australia demostraron que un aumento en el tiempo de
contacto a 24 horas mejord la eficacia de la mayoria de los desinfectantes contra Foc R1y R4T en
comparacion con los tiempos de contacto mas cortos (Nguyen et al. 2019).

Nuestros resultados fueron respaldados mediante el uso de controles de fenol (control positivo:
dilucion 1:60 y control negativo: dilucion 1:70), compuesto que se emplea como desinfectante a
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altas concentraciones debido a su capacidad de desnaturalizar proteinasy romper las membranas
celulares (Kahrs 2008; Robles et al. 2018). Ademas, a partir de los tubos seleccionados entre los
controles positivos y aquellos que presentaban crecimiento fungico, se comprobd la presencia
Unicamente de Fusarium spp. mediante observacidon macroscopica y microscopica, luego de ser
sembrados en superficie en agar PDA, basdndose en la metodologia ISO 21527-2 (2018).

Es necesario realizar estudios posteriores tomando en cuenta condiciones ambientales mas
realistas. Por ejemplo la materia orgénica puede interferir en la efectividad del desinfectante al
neutralizarlo (Bennett et al. 2011; Meldrum et al. 2013; Nguyen et al. 2019), principalmente por su
efecto quelante (Tezel y Pavlostathis 2015). Adicionalmente, el tiempo de contacto junto a otros
factores, como la temperatura del agua, el pH y el contenido mineral, afectan las propiedades
germicidas de los desinfectantes, (Copes et al. 2004; Berrang et al. 2011; Scarlett et al. 2016). Estos
factores no fueron considerados en esta investigacion, pero podrian afectar la actividad del
desinfectante. Ademas de la eficacia del producto, se debe considerar su coste, la corrosividad,
la longevidad y el impacto ambiental.

Conclusion

Este ensayo ha evaluado la eficacia de varios desinfectantes comerciales frente a macroconidios
y clamidosporas de cinco cepas de Fusarium spp. Se determind que Agri‘germ 1510, compuesto
por glutaraldehido 15 % y dos tipos de amonio cuaternario (cloruro de alquil dimetil bencil
amonio 8 %y cloruro de dimetil didecil amonio 2 %), fue el desinfectante mas efectivo inhibiendo
a todas las cepas de Fusarium spp. en todos los tiempos de exposicidon con la concentracion
recomendada y las diluciones menos concentradas. Neuthox (&cido hipocloroso 0,05 %) fue el
segundo desinfectante mas eficiente, mejorando su efecto a partir del minuto de exposicion
dentro de las concentraciones evaluadas. El producto Amonio cuaternario (cloruro de alquil
dimetil bencil amonio 20 %) exhibe resultados més eficientes en las concentraciones superiores
y recomendada a partir de los 5 minutos. De forma general, las clamidosporas de Fusarium
spp. presentaron mayor resistencia al contacto con desinfectantes durante los 30 segundos de
contacto, a diferencia de macroconidios. Asimismo, se comprobd que el efecto desinfectante
de los productos mejora a medida que pasa el tiempo de exposicion, y disminuye al diluirse.
No obstante, se pueden tomar medidas preventivas confiables en base a los resultados de este
estudio, debido a la congruencia que presentan con estudios anteriores ensayados contra cepas
de Foc R4T, con el fin de evitar la entrada de este patdgeno al territorio ecuatoriano.
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