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RESUMEN 
 

La fusariosis en la espiga es una de las enfermedades más destructivas en granos de 

trigo y cebada, causante de grandes pérdidas económicas e inconvenientes en términos 

de seguridad alimentaria, debido a la presencia de micotoxinas que afectan tanto 

animales como humanos. Varias especies del género Fusarium han sido reconocidos 

como agentes causales de esta enfermedad, siendo las especies del Complejo Fusarium 

graminearum (FGSC) las que aparecen con mayor frecuencia. El FGSC está compuesto 

por  más de 16 especies filogenéticamente diferentes, que producen tricotecenos del tipo 

B (nivalenol, deoxinivalenol y derivados acetilados) y que se pueden agrupar en tres 

quimiotipos diferentes, dependiendo de su potencial para producir micotoxinas. En 

nuestro país se monitorea de forma rutinaria una sola de dichas micotoxinas: el 

deoxinivalenol, a pesar de que las restantes posibles toxinas tienen toxicidad similar.  El 

presente trabajo de tesis estudia la diversidad, potencial micotoxigénico y sensibilidad a 

fungicidas de hongos causantes de fusariosis de la espiga de trigo en las diferentes 

zonas de producción de Uruguay. En primer lugar, se determinaron de forma simultánea 

las especies y los quimiotipos de los distintos aislamientos mediante un ensayo 

denominado “multilocus genotyping” (MLGT), encontrándose predominancia de la 

especie F. graminearum y del quimiotipo 15ADON. Además se encontraron 

aislamientos de las especies F. cortaderiae, F. asiaticum y F. brasilicum, del quimiotipo 

NIV, no reportados hasta el momento en Uruguay. Para poder diferenciar de forma 

rápida y sencilla, las especies del FGSC predominantes en el país, se desarrolló un 

método de PCR-RFLP, utilizando primers específicos para el gen del factor de 

elongación de la transcripción 1 alfa (TEF-1α). Los aislamientos encontrados fueron 

caracterizados de acuerdo a su sensibilidad al fungicida tebuconazol, determinándose 

una sensibilidad significativamente menor en los aislamientos de quimiotipo NIV frente 

al quimiotipo 15ADON. Paralelamente se desarrolló un método de PCR en tiempo real, 

para la cuantificación de hongos productores de tricotecenos y en particular hongos 

productores de nivalenol y zearalenona. Asimismo se puso a punto un método para la 

determinación de micotoxinas (deoxinivalenol, nivalenol, 15acetildeoxynivalenol, 

3acetildeoxynivalenol) en granos contaminados, por cromatografía líquida acoplada a 

un espectrómetro de masa como detector. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Fusariosis de la espiga del trigo: situación en Uruguay y en el mundo 

 

La fusariosis de la espiga (FHB) es una de las enfermedades más devastadoras y la que 

causa, a nivel mundial, mayores pérdidas económicas en trigo (Tricticum aestivum), 

cebada (Hordeum vulgare), y otros granos (Ward et al., 2008). En los últimos años se 

han constatado brotes de esta enfermedad en América del Norte, Asia, Europa y 

América del Sur, por lo cual se la ha considerado una amenaza al suministro mundial de 

alimentos (Goswani and Kistler, 2004). Nuestro país no ha sido la excepción a este 

problema. En realidad, en la década pasada, un año de cada dos, en promedio, se han 

registrado epidemias moderadas o severas de la misma (Díaz de Ackermann and Kohli, 

1997b; Perea and Díaz, 1980; Pereyra, 2003b). Es así que en la zafra 2002, esta 

enfermedad tuvo una muy alta incidencia en nuestro país, comprometiendo los 

rendimientos de grano y la comercialización (Pereyra, 2003a; Pereyra, 2006). En años 

posteriores, en particular en las zafras 2009 y 2012, se registró la mayor incidencia de 

fusariosis de la última década (Plan Nacional de Silos y Dirección General de Servicios 

Agrícolas, 2010; web Grupo Trigo http://www.grupotrigo.com.uy/1608/datos-zafra-

2011-12-mesa-de-trigo, 2013). 

Dada la creciente incidencia de FHB en la región en la última década, la gran 

importancia que han cobrado de los cultivos de trigo y cebada para el país y la apuesta a 

productos de calidad libres de toxinas, el Instituto Nacional de Investigación 

Agropecuaria (INIA) considera la investigación en esta enfermedad como una prioridad 

desde hace algunos años (Díaz de Ackermann et al., 2002). 

 

1.1.2 Principal agente etiológico de FHB: Fusarium graminearum 

 

Se han descrito varias especies de hongos pertenecientes al género Fusarium como 

posibles agentes etiológicos de FHB, entre las que se encuentran el Fusarium 

graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. pseudograminearum, F. crookwellense, 
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F. poae, F. acuminatum y F. sporotrichioides (Demeke et al., 2005). Sin embargo, el  

principal agente etiológico de esta enfermedad en Uruguay y a nivel mundial, lo 

constituyen los hongos pertenecientes al complejo de especies Fusarium graminearum 

(FGSC) (Pereyra, 2006). Dentro de éste, se han reconocido 16 especies 

filogenéticamente diferentes (O'Donnell et al., 2008; O'Donnell, Ward, et al., 2004; 

Sarver et al., 2011b; Starkey et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2009) capaces de producir 

micotoxinas, en particular tricotecenos del tipo B y zearalenona (Jansen et al., 2005; 

Proctor et al., 1995), lo cual los vuelve una amenaza para la salud humana y animal 

(Schlatter, 2004). Es por ello que la importancia de la fusariosis de la espiga no sólo 

radica en la reducción en el rendimiento y la calidad de los granos, sino además en el 

riesgo de contaminación de los mismos con micotoxinas. Se ha demostrado además, que 

los tricotecenos se mantienen estables en productos derivados tales como la malta de la 

cebada y la harina de trigo e incluso en productos terminados sometidos a tratamientos 

térmicos, razón por la cual los niveles de estas toxinas en los granos utilizados como 

materia prima deben controlarse, evitando así riesgos para la salud de los consumidores 

(Champeil et al., 2004). 

Las diferentes especies que forman el FGSC han mostrado diferencias en cuanto a la 

preferencia de huésped (Boutigny et al., 2011; Lee et al., 2009; Nielsen et al., 2011; 

Nielsen et al., 2012; Sampietro et al., 2011), además de una importante variación en la 

distribución geográfica y en el quimiotipo asociado, el cual involucra el potencial de 

producción de diferentes tricotecenos (ver más adelante) (Miller, 2002; Monds et al., 

2005; Nielsen et al., 2012; O'Donnell et al., 2000; Suga et al., 2008; Ward et al., 2008; 

Yli-Mattila et al., 2009) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Especies del complejo FGSC, quimiotipos asociados y origen geográfico 

putativo. Modificado de Aoki et al. (2012). 
Especie FGSC Quimiotipo asociado Origen  geográfico 

NIV 3ADON 15ADON 

F. graminearum + + +  

América del Norte F. gerlachii + - - 

F. louisianense + - - 

F. asiaticum + + +  

 

Asia 

F. ussurianum - + - 

F. nepalense - - + 

F. verosii - - + 

F. acaciae-maensii + + -  

 

Hemisferio Sur 

(África y Oceanía) 

Fusarium sp. (nueva especie 

filogenética del FGSC aún no 

nombrada) 

- + - 

F. aethiopicum - - + 

F. boothii - - +  

América Central F. mesoamericanum +    +  - 

F. austroamericanum + + -  

América del Sur 

 

F. cortaderiae + + - 

F. brasilicum + + - 

F. meridionale + - - 

 

 

1.1.3 Ciclo de vida de Fusarium graminearum en trigo 

 

Giberella zeae (anamorfo F. graminearum) se reproduce asexualmente vía 

macroconidias y sexualmente vía ascosporas (Sutton, 1982). Su ciclo de vida 

comprende una fase saprofítica y una patogénica (Parry et al., 1995).  

El primer síntoma observable de FHB es la decoloración de una o más espiguillas por 

espiga, la cual puede avanzar hasta que la espiga se decolora completamente. Esto 

constituye una característica típica de FHB. En la Figura 1 se observan espigas 

infectadas con hongos pertenecientes al FGSC.  
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Figura 1. Espigas infectadas con hongos pertenecientes al FGSC, tomadas de 

campos de productores del departamento de Cerro Largo.  

Con flechas negras se señalan algunas espiguillas infectadas que presentan 

coloración rosada típica. 

 

 

El ciclo de vida de este patógeno se ilustra en la Figura 2. El hongo puede sobrevivir 

durante el invierno en el suelo o en residuos de cultivos anteriores (rastrojo) en forma de 

clamidosporas o de micelio (Dill-Macky, 2010). El inóculo primario de FHB consiste 

principalmente en ascosporas producidas en peritecios, los que se forman sobre los 

rastrojos en la primavera, cuando el clima es más cálido (en el hemisferio norte) (Dill-

Macky and Jones, 2000; Wegulo et al., 2013) o luego de la cosecha (diciembre) o 

incluso inmediatamente antes de la cosecha (en años epidémicos), para el caso del 

Hemisferio Sur (Pereyra & Dill-Macky, 2008). Si bien las espigas de trigo son 

susceptibles a la infección desde su emergencia hasta la cosecha, la infección ocurre 

generalmente durante la antesis, siendo esta última la más dañina (Dill-Macky, 2010). 

Los síntomas se manifiestan de forma repentina, entre 2 a 4 días post infección. Lluvias 

abundantes, entre una a tres semanas pre antesis, pueden conducir a brotes severos de la 

enfermedad (Wegulo et al., 2013). Las ascosporas y/o conidias son livianas y se 

dispersan ayudadas por el viento y la lluvia, incluso grandes distancias. Una vez en la 

planta, las paredes pegajosas de las ascosporas de F. graminearum favorecen su 

adhesión a la pared celular de plantas, evitando su desplazamiento (Trail, 2009). 

El modelo de colonización se basa en la entrada del patógeno a través de anteras 

expuestas, seguido por la penetración del ovario y las infecciones sucesivas de las 

brácteas florales (Pritsch et al., 2000). Luego de la entrada, las hifas del patógeno crecen 

subcuticularmente e intracelularmente colonizando rápidamente el tejido. Esto causa 

alteraciones que llevan a la muerte de las células (Jansen et al., 2005). A medida que F. 

graminearum esporula en las espiguillas infectadas, lo que se ve favorecido por clima 

cálido y húmedo, produce masas de esporas (macroconidias) de color rosa-anaranjado, 
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cambiando la coloración de las espiguillas. A su vez puede ocurrir la infección de la 

base de la espiga (pedúnculo), lo que provoca una decoloración marrón-rojiza y lleva a 

la esterilidad de la espiga en su totalidad. Las espiguillas infectadas son estériles, y 

contienen granos color rosado. Sin embargo, los granos visualmente sanos también 

pueden estar infectados, especialmente si la infección ocurrió en etapas tardías del 

desarrollo del grano (Wegulo et al., 2013). 

 

 

Figura 2. Ciclo de infección de plantas de trigo por Fusarium graminearum. 

Tomado y modificado de Trail (2009). 

 

La acumulación en los granos de micotoxinas del grupo de los tricotecenos como el 

deoxinivalenol, producidos por los patógenos mencionados, contribuye al daño de 

membrana plasmática, cloroplastos y ribosomas vegetales (Proctor et al., 1995), además 

de desencadenar la producción de peróxido de hidrógeno, lo que causa muerte celular y 

necrosis del tejido (Bushnell et al., 2003; Desmond et al., 2008).  

1.2 Micotoxinas asociadas a la fusariosis de espiga: producción, monitoreo, 
toxicidad y riesgos 

 

Las micotoxinas producidas por los hongos del género Fusarium son un grupo diverso, 

dentro del cual se incluyen más de 140 metabolitos secundarios (Sobrova et al., 2010). 

Dada su toxicidad y la alta frecuencia de aparición de hongos productores de las 

mismas, principalmente en cereales y productos derivados de éstos (Yazar and 
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Omurtag, 2008), son consideradas un riesgo importante para la salud tanto animal como 

humana (Sobrova et al., 2010).  

Dentro de las micotoxinas producidas por hongos de este género, se destacan los 

tricotecenos, por su frecuencia de aparición en trigo y otros cereales de consumo 

masivo. Este grupo de toxinas se puede dividir en cuatro subgrupos (A, B, C y D) según 

su estructura química, de los cuales los de mayor toxicidad y frecuencia de aparición 

pertenecen a los grupos A y B. Los tricotecenos se caracterizan por ser 

inmunosupresores y citotóxicos (FAO/WHO, 2007). Los efectos tóxicos en animales y 

humanos dependen de la vía de administración y del tipo de exposición, distinguiéndose 

efectos agudos y crónicos. En general, los síntomas de intoxicación aguda por ingestión 

de alimento contaminado en animales de granja incluyen rechazo a alimentos, pérdida 

de peso, vómitos y diarrea (Eriksen & Pettersson, 2004). En el caso de humanos los 

síntomas son similares con aparición de cuadros de gastroenteritis con náuseas, vómitos, 

diarrea, dolor abdominal y fiebre (Pestka, 2010). A su vez, la ingesta crónica de 

pequeñas cantidades de tricotecenos puede llevar a inmunodepresión, anemia, anorexia 

y trastornos nerviosos y endócrinos (Pestka, 2007). En humanos la ingesta crónica ha 

provocado la aparición del síndrome llamado aleukia tóxica alimentaria, que se 

caracteriza por una leucopenia que puede llevar a la muerte (Wannemacher & Wiener, 

1997). Los tricotecenos han demostrado además, efectos tóxicos a nivel dérmico 

pudiendo causar inflamación y necrosis cutánea y a nivel ocular pudiendo provocar 

daño en la córnea (Wannemacher & Wiener, 1997). Se ha constatado que a nivel celular 

su efecto tóxico se basa en la inhibición de la síntesis proteica y de ácidos nucleicos, y 

en la alteración estructural a nivel de membrana celular y mitocondria (Arunachalam & 

Doohan, 2012), así como su rol en la inducción de apoptosis celular (Yang et al., 2000). 

Como grupo, la toxicidad aguda de los tricotecenos A es mayor que las de los 

tricotecenos B, sin embargo la concentración de tricotecenos B hallada en cereales 

contaminados es generalmente mayor que la correspondiente a tricotecenos A (Visconti 

et al., 2004).  

En particular los hongos pertenecientes al FGSC producen tricotecenos B, dentro de los 

cuales se encuentran el deoxinivalenol (DON), el nivalenol (NIV) y los derivados 

acetilados 3-acetil deoxinivalenol (3ADON), 15-acetil deoxinivalenol (15ADON) y 4-

acetil nivalenol (fusarenon, FUS-X) (Figura 3), siendo el DON la micotoxina más 

frecuentemente encontrada en granos contaminados por estos hongos (Meneely et al., 

2011) en niveles del orden de partes por millón (ppm) (Pestka, 2007). Desde el punto de 
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vista químico, esta toxina es un compuesto orgánico polar sesquiterpeno y posee un 

esqueleto tetracíclico 12,13-epoxitricotec-9-eno con 3 grupos hidroxilo, los cuales están 

asociados a su toxicidad (Figura 3) (Sobrova et al., 2010). Una de las propiedades 

fisicoquímicas más importantes del DON es su resistencia a temperaturas elevadas de 

entre 170°C a 350°C, no observándose reducción en su nivel luego de 30 minutos a 

170°C. Esto supone un gran riesgo para la industria alimentaria, impidiendo el uso de 

materia prima contaminada (Hughes et al., 1999). Debido a los brotes de síndromes 

eméticos y anorexia en el ganado, ocasionados por la presencia de DON en los piensos, 

esta micotoxina se conoce vulgarmente como vomitoxina (Sobrova et al., 2010). Por 

resolución ministerial del MGAP en nuestro país, se estableció un límite máximo de 

DON de 10mg/kg (10 ppm) para las materias primas destinadas a la elaboración de 

alimentos para animales (granos y sus subproductos). La misma resolución establece un 

límite máximo en alimentos para bovinos de carne, ovinos y aves de 5 mg/kg (5 ppm), 

para bovinos de leche de 2 mg/kg (2 ppm), para cerdos y equinos de 1 mg/kg (1 ppm) y 

para otros animales de 2 mg/kg (2 ppm) (Ministerio de Ganadería, 2001). Asimismo, a 

partir del año 2001, el Ministerio de Salud Pública de nuestro país, estableció un 

máximo permitido de 1mg/kg (1 ppm) de deoxinivalenol en subproductos de trigo para 

consumo humano (Decreto Poder Ejecutivo Nº 533/01). 
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R2
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Tricotecenos B Zearalenona 

 

Tricotecenos Fórmula  PM R1 R2 R3 R4 R5 

NIV C15H20O7  312 -OH -OH -OH -OH =O 

DON C15H20O6  296 -OH -H -OH -OH =O 

3ADON C17H22O7  338 -OAc -H -OH -OH =O 

15ADON C17H22O7  338 -OH -H -OAc -OH =O 

FUS-X C17H22O8  354 -OH -OAc -OH -OH =O 

 

Figura 3. Estructura química de las micotoxinas más importantes producidas 

por hongos del género de Fusarium: Tricotecenos B y zearalenona.  

En la tabla se detallan los grupos funcionales para los distintos tricotecenos. 
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Se han descrito niveles similares de toxicidad entre los tricotecenos B (Minervini et al., 

2004). Sin embargo hasta el momento el Comité Científico de Alimentación de la 

Unión Europea (SCF), ha fijado solamente valores máximos aceptables para la ingesta 

diaria (Ingesta diaria tolerable, IDT) de DON y NIV, pero no para los derivados 

acetilados, por considerar la información al respecto insuficiente. Es así que la IDT 

fijada para DON es de 1 μg/kg de peso corporal y de 0.7 μg/kg de peso corporal para 

NIV (European Commission, 2006),  A pesar de la similitud en toxicidad, en Uruguay, 

así como en la mayoría de los países, la concentración de NIV en alimentos de consumo 

humano y animal no está regulada. Recientemente, Del Ponte et al. (2012) demostraron 

la presencia de ambas toxinas, en concentraciones similares, en la mayoría de las 

muestras de trigo analizadas provenientes del Sur de Brasil. Estos resultados alertan 

sobre el riesgo, por lo menos en esta región, de estar minimizando la contaminación del 

trigo y los potenciales efectos tóxicos, al analizar solamente la concentración de DON. 

Otra toxina de importancia alimentaria producida por hongos del género Fusarium es la 

zearalenona. Del punto de vista químico, es la lactona del ácido resorcílico (6-(10 

hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenilo)-b–resorcílico) (Figura 3). Esta toxina se encuentra 

principalmente en el maíz, pero también en concentraciones menores en el arroz, el 

trigo y la cebada (Codex Alimentarius, 1999). La zearalenona es producida por especies 

del FGSC y otras especies del género entre las que se encuentran F. acuminatum, F. 

crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum, F. sporotrichioides y F. 

semitectum (Codex Alimentarius, 1999; Jimenez et al., 1996). Tiene una potente 

actividad estrogénica y provoca desórdenes reproductivos en animales de granja e 

hiperestrogenemia en humanos, siendo los cerdos los animales más sensibles. Además 

tiene potencial mutagénico, hemotóxico y hepatotóxico, a pesar de que el mecanismo de 

esta toxicidad no se conoce totalmente (Zinedine et al., 2007). 

La síntesis de esta toxina se da por acción combinada de dos poliquétido sintasas (PKS 

13 y PSK4) y dos proteínas de síntesis de zearalenona (ZEB), una isoamil alcohol 

oxidasa (ZEB1) y una proteína con dominio cremallera de leucina (ZEB2). Los cuatro 

genes involucrados se encuentran en un cluster de 39 kb de longitud (Gaffoor & Trail, 

2006; Kim et al., 2005) (Figura 4).  

Si bien los límites máximos establecidos internacionalmente para esta toxina en 

alimentos son sumamente variables, (de entre 30 a 1000 ppb) (WHO, 1998), la 
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European Food Safety Authority (EFSA) estableció una IDT para la zearalenona de 

0.25 μg/kg de peso corporal (CONTAM, 2011), cinco veces menor que para el DON. 

Asimismo, el límite máximo permitido de esta toxina en alimentos de consumo infantil, 

según el Comité Científico de Seguridad Alimentaria de la Unión europea (SCF), es de 

20 ppb, mientras que para DON dicho límite es diez veces mayor (European 

Commission, 2006).  

 

Figura 4. Cluster de genes involucrados en la biosíntesis de zearalenona. 

Tomado y modificado de http://www.rasmusfrandsen.dk/zealenone.htm. 

 

1.3 Taxonomía del género Fusarium 

 

La falta de caracteres morfológicos característicos, fácilmente observables, que 

claramente separen especies dentro del género Fusarium, ha llevado a lo largo de la 

historia a la incorrecta delimitación de especies, generándose conjuntos muy amplios 

que subestiman la diversidad del grupo (Geiser et al., 2001; O'Donnell et al., 1998; 

O'Donnell et al., 2000). Esto ha conducido a la incorrecta asignación de nombre a 

especies toxigénicas y patogénicas. Las técnicas filogenéticas de análisis simultáneo de 

múltiples loci (multilocus), han permitido refinar la clasificación de especies, 

haciéndola más objetiva (Taylor et al., 2000a). Los resultados obtenidos con esta nueva 

metodología han mostrado que, en base a caracteres morfológicos, se han subestimado 

las especies de hongos pertenecientes al género Fusarium (Aoki & O’Donnell, 1999; 

Geiser et al., 2001; O'Donnell et al., 1998; O’Donnell et al., 1998; Ward et al., 2002). 

Asimismo, las especies definidas por métodos de filogenética molecular son, en general, 

difícilmente identificables usando métodos morfológicos convencionales (Aoki et al., 

2003). Exhaustivos análisis morfológicos fueron llevados a cabo comparando cepas de 

FGSC de una amplia colección mundial. Estos análisis incluyeron el estudio detallado 

de morfología de conidias en agar nutriente pobre (SNA) (tamaño, curvatura, presencia 

o ausencia de pie apical), así como tasa de crecimiento y morfología de colonia en agar 
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papa dextrosa (PDA). Basado en estas técnicas, sólo se resolvieron 6 especies y 3 

grupos de especies dentro de FGSC, lo que refleja la dificultad de discriminar entre 

caracteres morfológicos muy similares (O'Donnell, Ward, et al., 2004; Sarver et al., 

2011b; Starkey et al., 2007). Esta evidencia demuestra la necesidad de usar métodos 

moleculares para lograr una identificación objetiva, rápida y sencilla (Geiser et al., 

2004). 

1.3.1 Identificación  molecular de hongos del género Fusarium 

 

Clásicamente, la identificación de hongos se ha realizado en base a una serie de criterios 

morfológicos. Sin embargo esto puede ser laborioso y requiere un conocimiento 

taxonómico sumamente amplio. La introducción de técnicas moleculares de 

identificación basadas en ADN, ha superado las limitaciones de los métodos 

tradicionales de identificación. En general estas técnicas son más específicas, objetivas, 

sensibles y rápidas que los métodos tradicionales (Gherbawy & Voigt, 2010). Se basan 

en comparación de secuencias de ADN del hongo a identificar, con secuencias de 

especies conocidas.  

 

1.3.1.1 Identificación por análisis y comparación de secuencias de un gen o una 
región genómica 

 

En muchos casos, la identificación de un aislamiento fúngico, se puede lograr por 

comparación de secuencias de parte de un solo gen o región genómica. Se trata de un 

método sencillo, rápido y seguro, que en pocos pasos permite determinar identidad a 

nivel de especie (Gherbawy & Voigt, 2010). Dependiendo del gen estudiado, puede 

además hacer posible la determinación de su relación filogenética con otras especies 

(Nei & Kumar, 2000). 

El método se basa en la amplificación diferencial del gen o región genómica  

seleccionada y continúa con la secuenciación de la región amplificada. La secuencia 

obtenida es comparada (mediante el algoritmo de búsqueda “Basic Local Alignment 

Search Tool”, BLAST) con secuencias de cepas de colección almacenadas en bases de 

datos. De dicho análisis surgen las secuencias más similares a la secuencia problema y 

el grado de similitud ente ellas (Gherbawy & Voigt, 2010). 

Las regiones elegidas para identificar especie y poder establecer relaciones 

filogenéticas, son conocidas como cronómetros moleculares o evolutivos. Estos genes o 
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regiones génicas deben tener determinadas características para ser considerados como 

tales (Panza, 2012): 

 Deben tener una distribución universal (estar presentes en todos los 

organismos estudiados) 

 No deben ser transferidos horizontalmente, es decir, no pueden 

trasmitirse de una especie a otra.  

 Han de poseer una constancia funcional, de modo que la presión selectiva 

que actúe sobre la molécula sea mínima. 

 Deben tener un tamaño suficientemente grande para que las estimaciones 

de semejanza tengan validez estadística. 

 Desde el punto de vista metodológico interesa que no sean 

excesivamente largas para poder aplicar técnicas de secuenciación. 

 Deben presentar zonas conservadas que permitan el anclaje de primers 

específicos para su amplificación y zonas variables que permitan detectar 

diferencias entre especies. 

 La tasa de cambio, al menos en una parte de la molécula, debe ser lo 

suficientemente baja como para permitir la detección de las relaciones evolutivas 

lejanas. 

 

Además, cuando se elige un gen para utilizarlo en identificación, se debe tener en cuenta 

que existan secuencias de ese gen ya depositadas en bancos de datos, de forma tal que 

sea posible la comparación. A su vez, para el caso de especies relacionadas, es 

importante determinar que los genes a utilizar en la identificación sean suficientemente 

diferentes (Panza, 2012).  

Dependiendo de los géneros de hongos, se han determinado las mejores secuencias para 

ser usadas en la identificación de las diferentes especies. Algunos marcadores muy 

utilizados en la identificación de hongos son las regiones del espaciador interno 

transcrito (ITS) del ARN ribosomal, regiones de espaciadores intergénicos (IGS) del 

ARN ribosomal, el gen de la beta-tubulina, el gen de la calmodulina, el gen de la 

subunidad menor del ARN ribosomal mitocondrial (mtSSU) y el gen del factor de 

elongación de la transcripción TEF-1α (Gherbawy & Voigt, 2010). En general las zonas 

ricas en intrones de genes que codifican para proteínas tienden a evolucionar a una tasa 

mayor que lo que se observa a nivel de especies en marcadores como la región ITS, por 

lo que son muy utilizadas para análisis filogenéticos a este nivel (Geiser, 2003).  
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El gen del factor de elongación de la transcripción (TEF-1α), el cual codifica una parte 

esencial de la maquinaria de traducción proteica, es uno de los marcadores más 

utilizados para la determinación de especies dentro del género Fusarium. Dicho gen 

tiene gran utilidad filogenética dado que: (i) proporciona información a nivel de 

especies del género, dado su elevado grado de polimorfismo, (ii) no se han detectado 

copias no-ortólogas del gen dentro del género, y (iii) se han diseñado primers 

universales que funcionan para toda la amplitud filogenética del género (Geiser et al., 

2004).  

Este gen fue inicialmente utilizado como marcador filogenético para inferir relaciones a 

nivel de especie y género dentro de Lepidoptera (Mitchell et al., 1997), siendo 

empleado por primera vez en hongos para investigar linajes dentro del complejo F. 

oxysporum (O’Donnell et al., 1998). Se han diseñado varios primers específicos para 

amplificar regiones de dicho gen. Los primers específicos EF1 y EF2 amplifican una 

región del gen TEF-1α, que incluye tres intrones correspondientes a más de la mitad de 

la longitud del amplicón. Estos primers pueden ser aplicados a una amplia variedad de 

hongos ascomicetes filamentosos (Geiser et al., 2004). En particular dicha región es 

amplificable en todas las especies de Fusarium conocidas, obteniéndose un amplicón de 

aproximadamente 700pb (Figura 5). Este gen parece ser de copia única en el género 

Fusarium y muestra un elevado grado de polimorfismo de secuencia para especies muy 

relacionadas, incluso mayor que porciones ricas en intrones de genes que codifican 

proteínas como la calmodulina, beta-tubulina e histona H3. Sin embargo no presenta 

variaciones intraespecíficas (Kristensen et al., 2005). Por esta razón el gen TEF-1α se ha 

convertido en un marcador de elección como herramienta  “single-locus” de 

identificación de Fusarium (Geiser et al., 2004). 

 

 

Figura 5. Mapa de región del gen TEF-1α de Fusarium usada para identificación 

de especies. Con flechas rojas se marca la zona de hibridación de los primers 

específicos forward (Fw.) EF1 y reverso (Rev.) EF2. Tomada y modificada de Geiser et 

al. (2004). 

 

Primer Fw. EF1 

Primer Rev. EF2 
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Las bases de datos a utilizar en la identificación de hongos comprenden las bases 

generales como el Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), que contienen 

información de numerosos genes de diversos organismos y bases específicas de género 

como por ejemplo el Fusarium-ID (http://isolate.fusariumdb.org/welcome.php?a=intro). 

Esta base de datos fue lanzada en el año 2004 (Geiser et al., 2004) basada en secuencias 

del gen TEF-1α. En los últimos años se han añadido secuencias de múltiples marcadores 

que permiten identificar a prácticamente todas las especies actualmente conocidas del 

género Fusarium. Las secuencias depositadas en esta base de datos corresponden a 

cepas de una colección de más de 35000 ejemplares provenientes de distintas partes del 

mundo, depositadas en el Fusarium Research Center (FRC) de la Universidad de Penn 

State y en la colección NRRL de la USDA-ARS, Peoria (Illinois).  

En general, no existen valores establecidos de similitud de secuencias para decidir que 

un aislamiento de un hongo filamentoso pertenece o no a una especie. Es por ello que, 

en algunos casos, para asegurar la identificación se analiza más de un gen y se espera 

que los resultados sean concordantes entre sí, o bien se utiliza identificación polifásica. 

  

1.3.1.2 Identificación por análisis de Multilocus 

  

Si bien la identificación de especies basada en el análisis de un único marcador muchas 

veces es suficiente para lograr la identificación de un aislamiento, los métodos de 

análisis de secuencias de múltiples loci (multilocus) han demostrado muchas veces ser 

esenciales para determinar de forma precisa, los límites entre especies dentro de varios 

géneros de hongos, incluido el género Fusarium, además de ser útiles para identificar 

haplotipos multilocus usados en estudios de variabilidad genética entre poblaciones 

(O'Donnell, Sutton, et al., 2004; O'Donnell et al., 2010). Este tipo de análisis es 

especialmente útil cuando los datos de un solo marcador sugieren que el aislamiento a 

identificar podría corresponder a una nueva especie no representada en las bases de 

datos. En estos casos, se sugiere seguir un esquema apropiado de análisis para lograr el 

reconocimiento de concordancia de genealogías de secuencias de ADN de múltiples 

genes utilizando el concepto filogenético de especie (Genealogical concordance 

phylogenetic species recognition o GCPSR) (Geiser et al., 2004; Taylor et al., 2000b).  

Según este concepto, una especie es un grupo monofilético que evolucionó 

independientemente de otros, por lo cual se reconoce una especie cuando sus integrantes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://isolate.fusariumdb.org/welcome.php?a=intro
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se agrupan en conjunto y separadamente de otros, al analizar secuencias de múltiples 

genes. A este procedimiento de análisis molecular se lo denomina Multilocus Sequence 

Typing (MLST) y es una técnica de clasificación genética de alta resolución para la 

identificación de especies, la cual, dependiendo del grado de resolución empleado, 

posibilita también la detección de diferencias intraespecíficas en procariotas y 

eucariotas. En este sentido, ha sido ampliamente utilizada en la caracterización de 

patógenos importantes para la salud humana, agrícola y bioseguridad (Pérez-Losada et 

al., 2013).  

La técnica de MLST involucra un primer paso de amplificación por Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) de los genes seleccionados (aproximadamente 400-700 

bp de cada uno), seguida de la secuenciación del ADN de dichos amplicones. Este 

tamaño no sólo garantiza que puedan ser secuenciados bidireccionalmente de forma 

precisa, sino que además proporciona una cantidad de datos (combinado entre todos los 

genes analizados) suficiente para alcanzar un alto grado de discriminación (Vázquez & 

Berrón, 2004). Generalmente, se eligen genes de expresión constitutiva, esenciales para 

mantener las funciones celulares (genes housekeeping), no sometidos a presión 

selectiva, lo que hace posible detectar variaciones neutras, que definen genotipos 

altamente relacionados (Vázquez & Berrón, 2004). Las diferencias nucleotídicas entre 

individuos son analizadas en un número variable de genes, dependiendo del grado de 

discriminación que se desea alcanzar. Dichos datos de secuenciación son analizados y a 

cada secuencia única se le asigna un número de alelo. Se combinan los perfiles alélicos 

de cada individuo y se les asigna una clasificación de secuencia (“Sequence Type “, 

ST). Por último se comparan los perfiles alélicos obtenidos, de modo de establecer las 

relaciones filogenéticas de los aislamientos analizados (Vázquez & Berrón, 2004). Si se 

encuentran nuevos alelos y nuevos ST, éstos son verificados y guardados en bases de 

datos.   

Existen dos grandes bases de datos de MLST, una localizada en el Imperial College de 

Londres (www.mlst.net) y la segunda en la Universidad de Oxford (www.pubmlst.org), 

además de otras más pequeñas en el Environmental Research Institute de Cork Irlanda 

(mlst.ucc.ie) y en el Instituto Pasteur de Paris (www.pasteur.fr/mlst). Estas bases 

proveen información sobre perfiles alélicos y ST, además de programas adecuados para 

el análisis de datos (Pérez-Losada et al., 2013). 

El método de MLST se ha utilizado exitosamente en la caracterización de especies de 

hongos del género Fusarium, en particular especies dentro de los complejos Fusarium 
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oxysporum (O'Donnell, Sutton, et al., 2004), F. incarnatum-F.equiseti y F. 

chlamydosporum (O'Donnell et al., 2009). Asimismo, se han desarrollado numerosas 

variantes del método MLST. Una de ellas, muy importante a la hora de la 

caracterización de especies de Fusarium, en particular especies dentro del FGSC, es el 

Multilocus Genotyping (MLGT), desarrollado por Ward et al. (2008). Dicho método se 

basa en la amplificación por PCR multiplex (amplificación simultánea) de seis genes, 

seguida de la extensión alelo específica (ASPE) de dichos productos, con 45 sondas que 

permiten diferenciar especies y quimiotipos (Yli-Mattila et al., 2009). Los productos de 

la extensión se hibridan posteriormente con microesferas de poliestireno marcadas con 

una combinación de fluoróforos que tiene acopladas secuencias blanco específicas para 

los alelos amplificados (Figura 10). La detección de los productos se realiza utilizando 

un citómetro de flujo, lo que sustituye a la secuenciación del método de MLST 

tradicional.  

 

1.3.1.3 Identificación por PCR-RFLP de un gen o región genómica 

 

Las técnicas que involucran marcadores polimórficos como la PCR-RFLP, han sido 

ampliamente utilizadas en la identificación de hongos (Diguta et al., 2011; Viaud et al., 

2000), en particular en la diferenciación de especies del género Fusarium como el 

complejo F. oxysporum (González et al., 2005) y FGSC (Suga et al., 2004). 

Este método combina la amplificación diferencial de uno más fragmentos por PCR 

(Reacción en Cadena de la polimerasa) con la digestión diferencial con enzimas de 

restricción del amplicón. Este último método denominado RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism), se basa en que variaciones en las secuencias nucleotídicas 

(polimorfismos) pueden o no ser reconocidos como sitios blanco de enzimas de 

restricción (Olive & Bean, 1999). Las enzimas de restricción seleccionadas para el 

análisis, reconocen estos sitios y digieren diferencialmente el ADN de las distintas 

especies o cepas, generando fragmentos de diferente tamaño según la ubicación de los 

sitios de reconocimiento de las enzimas en la secuencia blanco. El patrón de fragmentos 

es posteriormente visualizado en geles de agarosa de alta resolución (Metaphore) y 

teñidos con una agente intercalante de ADN (Olive & Bean, 1999).  

Conociendo previamente el patrón de bandas obtenido con cepas de referencia, se puede 

determinar mediante este análisis, la especie a la cual pertenece el aislamiento. Sin 

embargo, es necesario realizar un paso previo de identificación que permita determinar 



Tesis de Maestría en Química  Lic. Mariana Umpiérrez Failache 

16 
 

que dicho aislamiento a identificar pertenece al conjunto de especies seleccionado. A su 

vez, secuencias de estas regiones o genes depositadas en bancos de datos son utilizadas 

previamente para el análisis in sílico, mediante programas que permiten predecir los 

sitios de corte y el tamaño de los fragmentos resultantes, y así poder definir las enzimas 

adecuadas para la búsqueda de diferencias interespecíficas.  

Este método se utiliza para la identificación a nivel de especie, sustituyendo a la 

secuenciación. Presenta como limitante la necesidad contar con cepas de colección de 

identidad conocida, de forma de generar patrones de comparación con las cepas a 

identificar (Gardes & Bruns, 1996).  

1.4 Producción de micotoxinas por hongos del FGSC y clasificación según 
quimiotipo 

 

Como ya se mencionó, los hongos pertenecientes a FGSC tienen la capacidad de 

producir, entre otras micotoxinas, tricotecenos del tipo B. Dependiendo del perfil de 

tricotecenos B que produzcan estos hongos se pueden agrupar en tres quimiotipos 

diferentes: quimiotipo NIV, (productores de nivalenol y derivados acetilados), 

quimiotipo 3ADON (productores de deoxinivalenol y 3-acetil-deoxinivalenol) y 

quimiotipo 15ADON (productores de deoxinivalenol y 15-acetil-deoxinivalenol) (Miller 

& Greenhalgh, 1991).  

En la actualidad se han desarrollado técnicas basadas en PCR que permiten diferenciar 

quimiotipos mediante el análisis de genes que codifican para enzimas específicas de la 

vía de producción de los tricotecenos (genes TRI) (Ward et al., 2002; Ward et al., 2008; 

Zhang et al., 2007). Estos análisis permiten reemplazar estudios más laboriosos, en los 

cuales se determina el quimiotipo de los aislamientos identificando las micotoxinas 

producidas en cultivo en el laboratorio.  

Algunos de estos métodos involucran a los genes TRI7 y TRI13 (Chandler et al., 2003) 

y los genes TRI3 y TRI12 (Ward et al., 2002) (Figura 6). 
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Figura 6. Vía de síntesis de tricotecenos mostrando algunas de las enzimas más 

importantes y segmento del cluster TRI. En rojo se marcan los genes utilizados en la 

clasificación de quimiotipos de especies de Fusarium graminearum. Tomado y 

modificado de Hammond-Kosack et al. (2004). 

 

En F. graminearum los genes conocidos involucrados en la síntesis de tricotecenos se 

encuentran en tres loci. El primero es el cluster TRI que incluye siete genes (TRI8, 

TRI7, TRI3, TRI4, TRI11, TRI13) que catalizan diez reacciones de la vía, dos genes 

(TRI6 y TRI10) que codifican factores de regulación transcripcional, un gen (TRI12) 

que codifica una proteína transportadora y dos genes (TRI9 y TRI4) con función 

desconocida (Figura 6). Además, fuera de este cluster se encuentra el gen que codifica 

para la 3-O-acetiltransferasa (TRI101) y el cluster TRI1-TRI16 (Alexander et al., 2009; 

Cardoza et al., 2011).  

La biosíntesis de tricotecenos consta de varios pasos que incluyen hidroxilaciones, 

acetilaciones e isomerizaciones. La enzima tricodieno sintasa codificada por el gen 

TRI5, cataliza la formación de tricodieno, primer intermediario metabólico de la 

biosintesis de tricotecenos. El tricodieno sufre posteriormente una serie de 
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hidroxilaciones catalizadas por la enzima citocromo P450 monooxigenasa codificada 

por el gen TRI4, para dar lugar a la formación de isotricodermol. Esta molécula es 

convertida en isotricodermina por la acetiltransferasa codificada por el gen TRI101. 

Esto es seguido de una hidroxilación C-15 (controlada por TRI11) y una acetilación 

(controlada por TRI3). Un tercer hidroxilo es agregado en posición C-4 (controlado por 

TRI13) seguido de una acetilación subsecuente bajo el control de TRI7. En Fusarium 

productores de tricotecenos del tipo B, el gen TRI1 controla la adición de grupos 

hidroxilo en posiciones C-7 y C-8. El paso final de biosíntesis es la remoción del grupo 

acetilo C-3 o C-15 por una estearasa codificada por TRI8. La actividad diferencial de 

esta estearasa determina los quimiotipos 3ADON y 15ADON en F. graminearum 

(Alexander et al., 2011; Alexander et al., 2009; McCormick et al., 2011) (Figura 6). 

Las diferencias de quimiotipo tienen una distribución polifilética dentro del FGSC 

(Ward et al., 2002). Dichos polimorfismos trans-especies, con niveles 

sorprendentemente elevados de variación (Ward et al., 2002), han persistido durante 

múltiples eventos de especiación, y se presume que son mantenidos por una nueva 

forma de selección balanceadora que actúa sobre las diferencias de quimiotipo (Aoki, 

2012). Estos genes han evolucionado de forma paralela e independiente al resto del 

genoma (Ward et al., 2002) y han sido utilizados para inferir la estructuras 

poblacionales en campos infectados (Lee et al., 2009). Sin embargo no pueden ser 

utilizados para inferir relaciones evolutivas dentro de FGSC (Aoki et al., 2012). Esto 

concuerda con el hecho de que si bien el quimiotipo está en algunos casos asociado a la 

especie a la cual pertenece el hongo, en la mayoría de los casos es característico de la 

cepa, por lo que sólo caracterizando la especie, no puede inferirse a priori su quimiotipo 

(Tabla 1).  

Sin embargo, en algunos casos se han observado evidencias de evolución adaptativa en 

los genes de tricotecenos (Ward et al., 2002). Ward et al. (2008) plantean que en general 

los aislamientos que presentan un quimiotipo 3ADON producen mayores niveles de 

tricotecenos y tienen una velocidad de crecimiento mayor que los pertenecientes al 

quimiotipo 15ADON. Los mismos autores afirman que recientemente han detectado un 

cambio en la población de América del Norte de patógenos causantes de la fusariosis de 

espiga, apareciendo en número importante cepas más toxigénicas, pertenecientes al 

quimiotipo 3ADON. Todo esto remarca la necesidad de monitorear rutinariamente no 

sólo las especies de FGSC sino también los quimiotipos asociados a FHB en una 

determinada región. 
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1.5 Cuantificación de contaminación fúngica en granos.  

 

1.5.1 Métodos de cuantificación 

 

La cuantificación de la carga de Fusarium spp. en granos de trigo puede realizarse 

mediante métodos dependientes o independientes del cultivo. 

Tradicionalmente los métodos dependientes de cultivo, se han utilizado para determinar 

la contaminación fúngica en granos. La siembra directa de granos, determinando el 

porcentaje de contaminación, o la realización de diluciones decimales de una suspensión  

homogeneizada de granos, contabilizando las unidades formadoras de colonias (UFC) 

por gramo de muestra, han sido los métodos más comúnmente empleados  (Kikot, 2012; 

Martin et al., 1990). Es así que el trabajo presentado por la Mesa Nacional de trigo de 

nuestro país, sobre la caracterización de la zafra 2011-2012 (Bogliacini et al., 2012) 

incluye el porcentaje de granos contaminados con Fusarium spp., el cual se toma como 

valor predictivo de la posible contaminación con DON. Estos métodos son laboriosos e 

insumen tiempo de análisis relativamente prolongado, el cual incluye el tiempo de 

cultivo y estudios posteriores si se pretende aislar e identificar los contaminantes. 

Además estos métodos sirven solamente para detectar hongos cultivables. 

Otros métodos independientes del cultivo se han utilizado para determinar los niveles de 

contaminación fúngica en granos. Entre ellos se puede citar la determinación de 

marcadores químicos específicos para hongos tales como el ergosterol o la quitina 

(Ekblad et al., 1998; Martin et al., 1990; Rao et al., 1989). Últimamente se han 

incorporado los métodos moleculares que involucran la cuantificación de ADN fúngico 

para determinar la contaminación en granos. El uso de PCR en tiempo real utilizando 

primers específicos, acoplados o no a sondas, ha prosperado en los últimos años como 

método de cuantificación de determinadas especies o quimiotipos en granos (Stark, 

2010). Incluso se han realizado estudios que asocian el nivel de contaminación con 

determinado tipo de hongos, medido por PCR en tiempo real, con la concentración de 

micotoxinas presentes en una muestra (Burlakoti et al., 2007)  

 

1.5.2 PCR en tiempo real: características generales  
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De forma de poder cuantificar la cantidad de ADN presente en una muestra, se 

desarrolló el método de PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR). Dicha técnica 

se basa en la recolección continua de señales de fluorescencia de una o más reacciones 

de PCR, a lo largo de un cierto rango de ciclos de amplificación (usualmente 30 a 40 

ciclos). Estas señales de fluorescencia serán convertidas posteriormente en un valor 

numérico para cada muestra, de modo de poder correlacionarlo con la cantidad de ácido 

nucleico (AN) de una secuencia específica presente en la misma (Dorak, 2007).  

1.5.2.1 Estrategias  de detección del producto amplificado 

 

Existe una amplia gama de reactivos que pueden ser usados para la detección de los 

productos de PCR que se forman durante la reacción. Estos incluyen agentes 

intercalantes que se unen al ADN doble hebra (dsADN) de manera  independiente de la 

secuencia como lo es el SYBR Green y sondas de oligonucleótidos marcadas con 

fluoróforos, que se unen a secuencias de forma específica (ej. Sondas Taqman, 

molecular Beacons). En el caso del uso de agentes intercalantes de dsADN, éstos emiten 

fluorescencia sólo al unirse a la doble hebra, por lo que la intensidad de fluorescencia 

aumentará proporcionalmente con la concentración del amplicón. La desventaja de este 

tipo de agentes es que se unen a cualquier producto de dsADN sin discriminar si se trata 

del amplicón esperado, de un producto inespecífico o de dímeros de primers. Por este 

motivo, y de forma de asegurar la especificidad de la amplificación, generalmente este 

tipo de análisis se combina con el estudio de las curvas de desnaturalización o melting 

(Dorak, 2007).  

1.5.2.2 Análisis de desnaturalización o curvas de melting 

 

Cada secuencia de dsADN tiene una temperatura de desnaturalización o melting (Tm) a 

la cual el 50% del ADN se encuentra en forma de monohebra. Esta temperatura depende 

del largo del ADN, la secuencia y el contenido en guaninas y citosinas (contenido en 

GC). Cuando se usan agentes intercalantes fluorescentes y el dsADN es calentado, 

puede observarse un repentino descenso en la fluorescencia al alcanzarse la Tm (debido 

a la disociación de las hebras de ADN y la liberación del agente intercalante). Este 

punto se determina a partir del punto de inflexión de la curva de melting (Intensidad de 

fluorescencia vs. temperatura) o del pico de la curva generada graficando el opuesto de 

la derivada primera de la Intensidad de fluorescencia respecto a la temperatura  en 
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función de la temperatura (dF/dT vs. T). Si el producto amplificado es único, se 

observará un solo pico en dicha curva, el cual corresponderá a la Tm del producto 

específico amplificado (Dorak, 2007).  

1.5.2.3 Parámetros a determinar en PCR en tiempo real 

 

Existen algunos parámetros que deben determinarse a la hora de realizar la 

cuantificación de ADN o ARN en una muestra por PCR en tiempo real. 

El Ciclo umbral (Ct) marca el número de ciclo en el cual la fluorescencia generada por 

la reacción supera un valor umbral, es decir refleja el punto durante la reacción en el 

cual se acumuló un número significativo de amplicones (Dorak, 2007). Dicho valor se 

correlaciona inversamente con el logaritmo del número de copias de ácido nucleico 

inicial en dicho tubo de reacción. Por tanto, el Ct de una reacción particular, será menor 

cuanto mayor sea el contenido de AN de partida en la muestra. El umbral se fija en la 

región asociada al crecimiento exponencial del producto de PCR. Usualmente 

corresponde a 10 veces la desviación estándar de la línea de base para los primeros 

ciclos de PCR (Dorak, 2007). Dicho valor se determina para cada corrida (set de 

reacciones de PCR) en particular y no debe extrapolarse a otros experimentos. El punto 

de corte del umbral con la curva de amplificación determinará el Ct de cada reacción de 

amplificación (Figura 7) (Dorak, 2007). 

Para determinar la concentración de ADN presente en una muestra, el valor de Ct 

obtenido debe interpolarse en una curva denominada curva estándar, construida 

graficando los valores de Ct adquiridos para diferentes concentraciones conocidas de 

ADN molde, en función del logaritmo de dichas concentraciones. Una vez construida la 

curva, se determina el intervalo de concentraciones de ADN molde dentro del que se 

obtiene una respuesta lineal, al cual se le denomina rango dinámico. Asimismo, 

utilizando la pendiente de la curva estándar se calcula la eficiencia de la reacción, la 

cual es un parámetro crítico a la hora de poner a punto un método de PCR en tiempo 

real. La misma puede calcularse empleando la formula Eficiencia= [10(-1/pendiente)]-1 

(Rasmussen, 2001). La eficiencia de la reacción de PCR debe ser idealmente del 100% 

pero se consideran aceptables eficiencias entre 90–110%, lo que significa que la 

cantidad de amplicón se duplica en cada ciclo (cantidad de moléculas luego de n ciclos 

= número inicial de moléculas * 2n). Esto corresponde a pendientes de la curva estándar 

de Ct vs. logaritmo de concentración de molde de entre 3.1 y 3.6 (Rebrikov & 

Trofimov, 2006). Numerosas variables pueden afectar la eficiencia de la PCR. Estas 
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incluyen el largo del amplicón, presencia de inhibidores, formación de estructuras 

secundarias y el diseño de los cebadores (primers) (Bustin, 2004; Dorak, 2007). 

Cabe destacar que dentro del rango dinámico pueden interpolarse valores de Ct, de 

modo de determinar la concentración inicial de AN en una muestra, pero fuera de este 

rango no deben extrapolarse valores. 

 

Figura 7. Curvas de amplificación de ADN (Intensidad de Fluorescencia vs. ciclo) 

durante la reacción de PCR, escala lineal.  
I, II y III representan las fases, lag, exponencial y plateau respectivamente. 1 y 2 

representan curvas de amplificación para la misma cantidad de AN de partida. Nótese 

que si bien los valores de Ct son similares, los niveles de fluorescencia finales (plateau) 

son diferentes. Tomado y modificado de Rebrikov & Trofimov (2006). 

 

1.5.3.4 Cuantificación de hongos productores de micotoxinas por PCR en tiempo 
real 

 

El uso de la técnicas de PCR en tiempo real tanto en el área de la investigación como en 

el área de diagnóstico, ha tenido gran aceptación dada su gran rapidez, sensibilidad y 

reproducibilidad (Mackay, 2004). En el área de la microbiología, se han desarrollado 

numerosos métodos de PCR en tiempo real para la detección y cuantificación de virus, 

bacterias, hongos y protozoarios (Mackay, 2004). En particular, se han desarrollado 

métodos de PCR en tiempo real para la cuantificación de hongos del género Fusarium 

productores de micotoxinas en cereales. Esto se logra través de la amplificación 

específica de uno o más genes que codifican para enzimas imprescindibles en la vía de 

producción de micotoxinas (Burlakoti et al., 2007; Meng et al., 2010; Nicolaisen et al., 
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2009; Nielsen et al., 2012; Sarlin et al., 2006). Estos métodos demostraron ser sensibles 

y específicos, además de ser una herramienta poderosa en la cuantificación de la 

biomasa fúngica en diferentes matrices vegetales, asistiendo al monitoreo 

epidemiológico y permitiendo predecir los efectos de medidas preventivas de 

enfermedades, en menor tiempo y de forma más sencilla, sin la necesidad de 

procedimientos laboriosos como el cultivo, aislamiento e identificación individual de 

especies (Nicolaisen et al., 2009).  

Esta metodología posibilita además, establecer la correlación entre la cantidad hongos 

presentes y la contaminación de la muestra con micotoxinas (Sarlin et al., 2006; 

Waalwijk et al., 2004). 

1.6 Análisis y cuantificación de micotoxinas en granos de trigo 

 

De forma de garantizar la salud alimentaria tanto animal como humana, proteger al 

consumidor del riesgo de exposición y de cumplir con los requerimientos impuestos por 

las normativas, tanto nacionales como internacionales, el desarrollo de técnicas 

confiables, rápidas, sensibles y precisas para la cuantificación de micotoxinas, en 

particular tricotecenos, se ha convertido en un área de prioridad en investigación 

(Lattanzio et al., 2009). 

En la actualidad existen trabajos que muestran varios métodos químicos que permiten, a 

partir de un mismo extracto purificado, determinar la contaminación con DON, 

15ADON y 3ADON, NIV y zearalenona, realizando la separación de las toxinas en el 

extracto final por cromatografía de capa fina (TLC), cromatografía de gases (GC), o 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Los métodos de  detección utilizados 

incluyen espectrofotometría UV-Visible, fluorescencia (en caso de moléculas 

fluorescentes o con derivatización pre o post columna), captura electrónica y 

espectrometría de masa (Krska, 2009). Sin embargo, los nuevos métodos desarrollados 

para la detección y cuantificación de micotoxinas en alimentos, se basan en el uso de 

espectrometría de masa (MS), en particular espectrometría de masa en tándem (MS/MS 

o MS2) para confirmar la presencia de las moléculas de interés (Berthiller et al., 2005; 

Berthiller et al., 2007; Krska et al., 2007; Ren et al., 2007).  

La espectrometría de masa (MS) es una técnica analítica que mide la relación 

masa/carga (m/z) de los iones generados a partir de los compuestos químicos a analizar. 

Cuando se utiliza espectrometría de masa tandem (MS/MS), una de las grandes ventajas 
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consiste en la posibilidad de seleccionar el ion correspondiente al analito para luego 

fragmentarlo y generar un patrón de fragmentación característico (huella dactilar) de la 

molécula (Arpino, 1992). Para estos análisis, existen varios tipos de analizadores que 

pueden ser usados: triple cuadrupolo, trampa de iones, y cuadrupolo-tiempo de vuelo 

(Q-TOF). Dentro de las fuentes de ionización, el Electrospray (ESI) es la más usada en 

el análisis de micotoxinas. A su vez, en el caso de micotoxinas, mediante el uso de 

buffers agregados a la fase móvil, se puede favorecer la formación de aductos. En 

particular, para el caso de los tricotecenos B, se busca la formación de aductos con el 

ion acetato ([M+CH3COO]−), el cual se monitorea en modo de iones negativos y para el 

caso de tricotecenos A, la formación de aductos con amonio ([M+NH4]
+), los que se 

monitorean en modo de iones positivos. Se ha visto que la intensidad de señal de estas 

especies es mucho mayor en comparación con experimentos donde no se usa buffer, 

llevando a aumentar sensiblemente los límites de detección (Berthiller et al., 2005). 

La técnica de HPLC acoplada a MS/MS, además de poseer gran sensibilidad, provee de 

una elevada certeza en la identificación de los analitos, y es por tanto, el método de 

referencia recomendados por normas como las de la Unión Europea (EU) (European 

Union, 2012; Lattanzio et al., 2009). Asimismo, su elevada selectividad, permite la 

reducción u omisión de pasos de clean-up (remoción de posibles sustancias 

interferentes) de los extractos, aumentando el rendimiento de la muestra. Sin embargo, 

la presencia de contaminantes en la matriz del extracto puede afectar la ionización de 

los analitos, llevando a disminución o supresión de la señal, lo que puede afectar la 

medida. Por tanto los pasos de clean-up continúan siendo un paso clave para obtener 

resultados analíticos confiables (Lattanzio et al., 2009). Algunos de los métodos de 

clean up utilizados incluyen extracción en columnas de fase sólida (SPE), 

inmunoafinidad, intercambio iónico, y extracción líquido-líquido. Las columnas SPE 

son las más comunes, y se encuentran disponibles de forma comercial; los adsorbentes 

pueden ser sílica, carbón activado, silicato de magnesio (Florisil) u óxido de aluminio.  

Se han desarrollado métodos de HPLC-MS/MS aplicables a la determinación 

simultánea de varias micotoxinas de diferente naturaleza química (Sulyok et al., 2007) y 

a la determinación de micotoxinas conjuntamente con otros contaminantes alimentarios 

comunes, como pesticidas, toxinas vegetales y drogas veterinarias (Berthiller et al., 

2007). Estos métodos se basan en protocolos de extracción que logran obtener una gran 

variedad de compuestos de las muestras y presentan límites de detección del orden de 

0.01 a 0.05 mg/kg (ppm) (Mol et al., 2008). Además,  LC-MS/MS es una herramienta 
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poderosa en la detección de micotoxinas enmascaradas, es decir micotoxinas 

conjugadas a compuestos más polares (ej. glucosa), las cuales no se monitorean de 

forma rutinaria, pero representan un riesgo, ya que las toxinas pueden liberarse por 

hidrólisis en el tracto gastrointestinal luego de la ingesta (Berthiller et al., 2005). 

Otras técnicas utilizadas para la detección y/o cuantificación de micotoxinas son los 

métodos inmunoquímicos. Entre ellos se encuentran el ensayo por inmunoabsorción 

ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA),  los inmunoensayos 

de flujo lateral y los inmunoensayo por detección de fluorescencia polarizada 

(Flourescence Polarization ImmunoAssay, FPIA). La técnica de ELISA es ampliamente 

utilizada para el monitoreo de DON y otras toxinas en cereales. No requiere clean up y 

representa un método rápido, económico de “screening”  (Schneider et al., 2004) a pesar 

de su falta de precisión a bajas concentraciones y de ser aplicable a un número limitado 

de matrices (Lattanzio et al., 2009). Los anticuerpos utilizados en el ELISA para la 

detección y cuantificación de DON presentan, en ensayos competitivos, reactividad 

cruzada con los derivados acetilados 3ADON y 15ADON, por tanto se requieren 

ensayos confirmatorios por métodos más robustos como HPLC en casos de niveles de 

contaminación cercanos a los límites regulados (Lattanzio et al., 2009). Por otro lado, 

los inmunoensayos de flujo lateral, utilizan el formato de ELISA competitivo, con 

anticuerpos específicos inmovilizados en una membrana (tirilla), permitiendo la 

determinación cualitativa entre muestras “positivas” y “negativas” de forma visual.  

Asimismo se han desarrollado lectores fotométricos portátiles para la lectura cuali y 

cuantitativa de las tirillas. Estos ensayos son rápidos y pueden realizarse en campo, sin 

necesidad de trasladar la muestra al laboratorio. Sin embargo los problemas de 

reproducibilidad y confiabilidad con diferentes matrices, junto con la falta de validación 

extensiva limitan su uso (Krska & Molinelli, 2009). El FPIA, representa una técnica 

rápida y sencilla, donde se mide la interacción entre un antígeno marcado con un  

fluoróforo y su anticuerpo específico. Su uso en el monitoreo de tricotecenos se limita al 

DON (Pascale et al., 2008) y presenta interferencias con algunas matrices, lo que puede 

llevar a la sobreestimación del contenido de micotoxina (Lattanzio et al., 2009).  

Otras técnicas que se han desarrollado en los últimos años para la detección y análisis 

son los biosensores (ópticos y electroquímicos) y las técnicas no invasivas (preservan la 

muestra) como espectroscopia infrarroja y espectroscopia de transformada de Fourier 

(Krska, 2009; Lattanzio et al., 2009). 
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1.7 Manejo de la enfermedad mediante el uso de fungicidas y generación de 
resistencia a los mismos  

 

La fusariosis de la espiga es una de las enfermedades de más difícil control y si bien 

ninguna práctica de manejo por sí sola será capaz de realizar un control efectivo de la 

enfermedad, la adopción en conjunto de distintas prácticas de manejo es muy 

importante para disminuir la carga de inóculo alta de F. graminearum (Díaz de 

Ackermann et al., 2002).   

Debido a las características inherentes de este patógeno, no es posible el control después 

de la aparición de los síntomas (Carmona, 2008). Por este motivo, el control de la 

enfermedad debe ser preventivo. Las estrategias recomendadas para el manejo eficiente 

de la enfermedad y su prevención incluyen la selección de cultivares menos 

susceptibles, la diversificación de la fecha de floración, la rotación con cultivos que 

disminuyan la presión de inóculo, y la aplicación estratégica de fungicidas (Díaz de 

Ackermann et al., 2002). Sin embargo, el amplio rango de hospederos, la gran 

capacidad de diseminación de este patógeno junto con la falta de cultivares de trigo con 

resistencia genética aceptable, hacen que bajo condiciones climáticas favorables, 

igualmente ocurran epifitias (Mazzilli et al., 2011). 

La aplicación de fungicidas ha mostrado ser una herramienta eficiente cuando se realiza 

en el momento óptimo, es decir en el momento cercano a la ocurrencia de la infección. 

(Díaz de Ackermann et al., 2002). Se recomienda la aplicación de fungicidas al inicio de 

la floración (antesis, 61 escala Zadoks ) (Díaz de Ackermann & Kohli, 1997a). Los 

antecedentes de control químico indican que en general, la eficiencia de control es baja 

a intermedia, debido principalmente al corto período para la aplicación del fungicida en 

el momento adecuado, ya que las condiciones de lluvia que favorecen la enfermedad 

limitan la oportunidad de aplicación (Blandino et al., 2006; Cromey et al., 2001). 

Asimismo se ha observado que los niveles de DON en granos pueden disminuir con la 

aplicación adecuada de fungicidas (Wegulo et al, 2011). 

Los fungicidas inhibidores de la desmetilación (DMI), como el tebuconazol, procloraz, 

metconazol o la mezcla de protioconazol y tebuconazol han mostrado ser efectivos 

contra esta enfermedad (Blandino et al., 2006; Lechoczki-Krsjak et al., 2008). Estos 

fungicidas han sido usados en agricultura de forma exitosa desde los años 70. Diversos 

estudios demuestran la efectividad del tebuconazol contra Fusarium spp.(Mesterhazy et 

al., 2003; Müllenborn et al., 2008). Sin embargo, dada la aplicación extensiva de los 

DMI para el control de numerosas enfermedades de los cultivos, se han evidenciado 
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casos de resistencia al uso en varios hongos patógenos humanos y de sensibilidad 

disminuida en fitopatógenos, incluyendo F. graminearum (Liu et al., 2010). El modo de 

acción de los fungicidas como el tebuconazol, es el bloqueo de  la vía de síntesis del 

ergoesterol, esterol esencial para mantener la fluidez y estabilidad de la membrana 

celular en hongos, por inhibición de la enzima C14-α-desmetilasa de lanoesterol 

codificada por el gen cyp51 (Brent & Hollomon, 1995).  

Los mecanismos moleculares responsables de la resistencia o disminución de la 

sensibilidad a fungicidas del tipo DMI, han sido estudiados para varios hongos. Se han 

propuesto tres mecanismos principales. Un mecanismo posible sería la ocurrencia de 

mutaciones en el gen cyp51, lo que llevaría a alteraciones en la estructura proteica de la 

enzima en posiciones clave, reduciendo así la afinidad de unión por el fungicida (Luo & 

Schnabel, 2008). El segundo mecanismo propuesto es la sobreexpresión del gen cyp51 

(Ma et al., 2006). El tercer mecanismo de resistencia implica un aumento de eflujo 

dependiente de energía, de forma que la concentración intracelular del fungicida nunca 

llega a niveles tóxicos para el hongo (Nakaune et al., 1998). El mecanismo exacto de 

disminución de la sensibilidad de F. graminearum a los DIMs no está claro aún. Sin 

embargo mediante el uso de métodos de Análisis Profundo Serial de Expresión Génica 

(Deep SAGE) y PCR en tiempo real. Liu et al. (2010) estudiaron la respuesta de F. 

graminearum al fungicida tebuconazol. Comparando la expresión de los genes en F. 

graminearum tratados y no tratados con el fungicida, los autores identificaron 324 genes 

que mostraron un aumento y 155 que presentaron un decremento significativo en su 

expresión. Los genes identificados pertenecen a distintas familias génicas y están 

involucrados en diversos procesos como biosíntesis de esteroles además de genes 

involucrados en la respuesta al estrés oxidativo. De los genes sobreexpresados en 

presencia de tebuconazol sólo uno, el gen FGSG09697, se correspondió en secuencia a 

un transportador de eflujo putativo (Liu et al., 2010).  

Más recientemente, la implementación de modelos de predicción de FHB y/o 

contaminación con DON, han contribuido al manejo racional de la fusariosis con 

fungicidas. Estos modelos consideran aspectos como cultivos previos, manejo del suelo 

y rastrojo, susceptibilidad de cultivares, período de antesis, combinado con factores 

ambientales como temperatura y humedad relativa para predecir el riesgo de ocurrencia 

de FHB y de acumulación de DON en los cultivos (Wegulo et al., 2011). Desde el año 

2004 está disponible para Uruguay un modelo (DONcast) de predicción de niveles de 

DON en granos de trigo a cosecha operado por INIA (Pereyra & Dill-Macky, 2010). 
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Este modelo permite un uso más eficiente de los métodos químicos de control de 

fusariosis, reduciendo su impacto económico y ecológico (Mazzilli et al., 2011).  

Por tanto, manejo integrado es sin duda la mejor estrategia para controlar FHB. Esto 

incluye la resistencia del huésped, la aplicación de fungicidas, la rotación de cultivos, el 

manejo de residuos y los modelos de predicción. La combinación de al menos dos de 

estas estrategias, disminuye significativamente las perdidas por FHB (Willyerd et al., 

2011). 

1.8 Situación actual y monitoreo de especies causantes de FHB en trigo en 
Uruguay 

 

Durante muchos años el área de producción de trigo estuvo restringida a la zona oeste 

del país, en especial a departamentos sobre el Río Uruguay. Sin embargo, recientemente 

la producción se ha extendido al este y noreste, ocupando territorios de los 

departamentos de Rivera, Cerro Largo y Lavalleja (Ernst, 2011). A pesar de la 

importancia del cultivo existen pocos datos sobre la diversidad de especies y 

quimiotipos del FGSC en Uruguay y en particular no existen datos sobre la diversidad 

de FGSC en estas nuevas zonas de producción. Dado que se ha encontrado 

predominancia de ciertos quimiotipos en distintas regiones y variaciones en la 

distribución geográfica (Aoki, 2012; Xu & Nicholson, 2009) y a nivel de especificidad 

de huésped de las especies del FGSC a nivel mundial (Boutigny et al., 2011; Lee et al., 

2009; Sampietro et al., 2011), se plantea como necesario el estudio de dichos patógenos 

en las nuevas zonas de producción en comparación con zonas tradicionales. 

Hasta ahora en nuestro país, la cuantificación e identificación de estos patógenos se ha 

basado principalmente en los métodos convencionales de aislamiento a partir de granos 

e identificación por características fenotípicas. Estos métodos requieren una gran 

experiencia y entrenamiento, e insumen mucho tiempo (Fredlund, 2008). Asimismo, la 

cuantificación de los niveles de DON en granos se realiza mayoritariamente mediante 

kits de ELISA, los cuales no sólo no contemplan la existencia de derivados acetilados 

sino que no cuantifican NIV (Tangni et al., 2010).  

Esta tesis plantea el estudio de la diversidad de patógenos causantes de fusariosis de 

trigo en las diferentes zonas del país y el desarrollo de métodos que permitan realizar 

monitoreos periódicos para determinar la evolución de la situación.   

 



Estrategias para la identificación y caracterización de patógenos causantes de fusariosis en 
trigo 

29 
 

 

2. OBJETIVOS 

Objetivo general 

 

Estudiar la diversidad de hongos causantes de fusariosis en la espiga de trigo en 

diferentes zonas de producción en Uruguay y desarrollar herramientas de análisis para la 

determinación de su presencia en granos de trigo cosechados. 

Objetivos específicos 

 

a) Aislar, identificar a nivel de especie y caracterizar según quimiotipo, cepas de 

Fusarium provenientes de granos de trigo de diferentes zonas de producción del país, 

utilizando métodos moleculares.  

b) Poner a punto técnicas moleculares sencillas que permitan la diferenciación de las 

especies del FGSC más comúnmente encontradas en Uruguay. 

c) Caracterizar los aislamientos de acuerdo a su sensibilidad al fungicida tebuconazol. 

d) Poner a punto métodos de análisis químico que permitan cuantificar en los granos, las 

micotoxinas (tricotecenos B: deoxinivalenol, nivalenol, 15-acetildeoxynivalenol y 3-

acetildeoxynivalenol y de zearalenona) producidas por estos patógenos. 

e) Poner a punto técnicas de PCR en tiempo real para la cuantificación de hongos 

productores de tricotecenos en granos contaminados. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Aislamiento, identificación y caracterización de hongos pertenecientes al 
complejo de especies Fusarium graminearum 

 

3.1.1 Muestras de trigo 

 

Todos los aislamientos fueron obtenidos a partir de muestras de trigo de distintas 

regiones de Uruguay. Las muestras de la cosecha 2002 (año de fusariosis severa) 

(Pereyra, 2003a) fueron proporcionadas por el Ministerio de Ganadería Agricultura y 

Pesca (MGAP) y por el Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria (INIA). Las 

muestras correspondientes a las cosecha 2009 (año de fusariosis moderada) (Plan 

Nacional de Silos y Dirección General de Servicios Agrícolas, 2010) fueron tomadas 

por el INIA y por la Cooperativa Agraria Nacional (COPAGRAN). Las muestras de la 

cosecha 2011 (año de fusariosis leve) (Bogliacini et al., 2012) y 2012 (grado de 

fusariosis  elevado) (web Grupo Trigo http://www.grupotrigo.com.uy/1608/datos-zafra-

2011-12-mesa-de-trigo, 2013) del departamento de Cerro Largo y Lavalleja fueron 

obtenidos a partir de muestras de trigo de productores individuales de dicho 

departamento. Las muestras de trigo del departamento de Montevideo fueron cedidas 

por Facultad de Agronomía-UdelaR. 

 

3.1.2 Aislamiento de cepas de Fusarium a partir de muestras de granos 
contaminados 

 

Se realizaron aislamientos de muestras de trigo obtenidas de diferentes regiones del 

país, en los años 2009, 2011 y 2012. Los granos de cada muestra se desinfectaron 

superficialmente con  hipoclorito de sodio (0,5%), se enjuagaron dos veces en agua 

destilada estéril y se secaron sobre toallas de papel estéril. Posteriormente se colocaron, 

a razón de 20 granos por placa, en placas de Petri conteniendo en medio Agar Papa 

Dextrosa (PDA, Oxoid) con 34 µg/ml de cloranfenicol y 1 mg/ml de 

pentacloronitrobenzeno (PCNB, Sigma-Aldrich) y se incubaron a 25 ºC en oscuridad 
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por 4 a 6 días. Las colonias que mostraron características macro y microscópicas de 

Fusarium graminearum fueron subcultivadas en placas de PDA y se realizaron cultivos 

monospóricos de las mismas mediante suspensión de esporas en agua-Tween 20 al 0,1% 

y siembra de diluciones apropiadas en placas de PDA. Posteriormente se realizó la 

identificación morfológica de los aislamientos según Leslie & Summerell (2006), 

seguida de la identificación molecular de los mismos. En la Figura 8 se esquematiza el 

proceso de aislamiento y análisis de las muestras de trigo. 

Los aislamientos representativos de las cosecha 2002 y 2009 fueron ingresados a la 

colección del Servicio de Investigación Agrícola (ARS) del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos (USDA), Peoria, Illinois, USA, asignándoseles  

números  NRRL que identifican a las cepas de dicha colección. 

 

 

 
Figura 8. Esquema del proceso de aislamiento de Fusarium graminearum a 

partir de muestras de trigo. 
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3.1.3 Extracción de ADN 

 

Los aislamientos de cultivos monospóricos identificados morfológicamente como 

Fusarium graminearum fueron subcultivados en frascos de 20 ml conteniendo 5 ml de 

medio líquido Extracto de levadura-Sacarosa (YES) e incubados por 5 días sin agitación 

en oscuridad a 25ºC.  

La extracción del ADN genómico se realizó en base al protocolo de Voigt et al. (1999), 

con modificaciones. Los micelios crecidos fueron secados utilizando un embudo 

Büchner o papel de filtro estéril. Aproximadamente el 50% del micelio obtenido se 

colocó en un tubo Eppendorf. Se adicionaron 600 µl de buffer de lisis con bromuro de 

cetiltrimetilamonio (buffer CTAB) y se homogeneizó mediante pipeteo secuencial. La 

mezcla de micelio-buffer CTAB se incubó a 65ºC  por 30 minutos a 1 hora pipeteando 

varias veces. Se adicionaron 600 µl de cloroformo y se centrifugó a velocidad máxima; 

posteriormente se removió la fase acuosa superior conteniendo el ADN y se le 

adicionaron 400 µl de isopropanol frío para precipitar el ADN. Se incubó por 20 

minutos en el freezer a -20ºC. A continuación se centrifugó a máxima velocidad 10 

minutos, se removió el sobrenadante y se lavó el pellet con 600 µl de etanol 70% (EtOH 

70%). Luego de centrifugar nuevamente, se secó el pellet en estufa a 37ºC 

aproximadamente 10 min y se resuspendió en 100µl de agua MilliQ estéril libre de 

DNasa. 

La calidad del ADN genómico se visualizó mediante geles de agarosa  0,8% (Amresco, 

USA) en Buffer TBE 0,5X. con bromuro de etidio incorporado como indicador, a una 

concentración final de 0.5 μg/ml o tinción post corrida con GelRedTM 3x (Biotum Inc., 

USA). El gel se reveló bajo una lámpara UV (Sambrook et al., 1989). Las muestras se 

sembraron utilizando el buffer de carga Loading Dye 6x (Thermo Scientific, USA). Los 

geles se corrieron a un voltaje constante de 100 V. La concentración de ADN de las 

extracciones se determinó mediante medidas de  fluorescencia realizada con el Kit de 

fluorescencia Quant-iT ds DNA BR (Invitrogen, California, USA) en un fluorímetro 

Qubit (Invitrogen, California, USA). 

 

3.1.4 Caracterización molecular de aislamientos nativos de Fusarium por MLGT 

 

La identificación a nivel de especie y quimiotipo fue realizada mediante el ensayo de 

multilocus genotyping (MLGT) utilizando un Citómetro de flujo Luminex 100 
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(Luminex Corporation, Austin, TX) siguiendo el protocolo descrito por Ward et al. 

(2008). Este ensayo consiste en la amplificación por PCR multiplex de seis genes, 

seguida de la extensión alelo específica (ASPE) de dichos productos, con 45 sondas que 

permiten diferenciar especies y quimiotipos (Yli-Mattila et al., 2009). Los productos de 

la extensión se hibridan posteriormente con microesferas de poliestireno marcadas con 

una combinación de fluoróforos (uno de emisión en el rojo y el segundo en el infrarrojo 

(IR)) que tiene acopladas secuencias blanco específicas para los alelos amplificados 

(Figuras 9 y 10).  

 

 

Figura 9. Esquema de los pasos necesarios para la realización del ensayo de 

MLGT. 
 

 

 

 
Figura 10. Esquema de la partícula fluorescente xMAP con sonda de hibridación y 

amplicón biotinilado (uso de dCTP-biotina durante la reacción de amplificación).  

Con una estrella se marca la unión a Estreptavidina-ficoeritria (Estreptavidina-PE). La 

identidad espectral se determina por la combinación particular de fluoróforos (mezcla 

de fluoróforos característicos de cada partícula específica de alelo) de emisión a 658nm 

(rojo) y a 712nm (IR). La hibridación se detecta a la longitud de emisión de la 

ficoeritrina, 578 nm. Tomado y adaptado de http://www.MiraiBio.com. 
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La detección de los productos se realizó utilizando un citómetro de flujo Luminex 100 

(Luminex Corporation, Austin, TX) mediante el programa Luminex Data Collection 

Software, versión 1.7.69-SP1 (Luminex Corporation Austin, TX). 

Luego de determinada la especie y quimiotipo de cada uno de los aislamientos, se 

realizó el análisis estadístico de las diferencias en composición de la población de las 

distintas regiones y de los distintos años de aislamiento, mediante el test de 

contingencia de Fisher, utilizando el programa GraphPad Quickcals, disponible de 

forma libre en la web (http://graphpad.com/quickcalcs/contingency1.cfm).  

 

3.1.5 Secuenciación  

 

Los aislamientos que no pudieron ser identificados a nivel de especie por el ensayo de 

MLGT fueron analizados por secuenciación de un fragmento del gen del factor de 

elongación de la transcripción 1 α (TEF1-α). Las reacciones se llevaron a cabo en el 

laboratorio del Dr. Todd Ward del Agricultural Research Service del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos. Se emplearon juegos de primers específicos, de 

forma de obtener secuencias en ambos sentidos. La corrección y el alineamiento de 

secuencias se realizaron utilizando el programa Sequencher 5.1 (Gene Codes 

Corporation). Se determinó la identidad de los aislamientos mediante el uso de la 

herramienta de búsqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) frente a las 

secuencias depositadas en la base de datos Fusarium ID 

(http://isolate.fusariumdb.org/index.php).  

  

3.1.6 Ensayo de sensibilidad al fungicida Tebuconazol 

 

La sensibilidad al tebuconazol fue cuantificada determinando la concentración de 

tebuconazol que causó la inhibición del 50% del crecimiento micelial (concentración 

efectiva 50: CE50) para cada aislamiento (Becher et al., 2010; Tateishi et al., 2010). Los 

aislamientos se crecieron en placas de Petri con el medio PDA por cinco días en 

oscuridad. Se tomaron discos de micelio de 5 mm de diámetro de cada aislamiento y se 

colocaron en el centro de  placas de PDA con diferentes concentraciones (0, 0.25, 1, 2 y 

4 ppm)  de fungicida Folicur 25 EW  (Bayer Alemania). Las placas fueron incubadas 

http://isolate.fusariumdb.org/index.php
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por 5 días a 25ºC. Se midieron los diámetros de crecimiento y para cada concentración 

de fungicida se determinó el porcentaje de inhibición del crecimiento micelial respecto 

al control negativo sin tebuconazol. La CE50 se determinó mediante regresión lineal a 

partir de los gráficos de Probit de la transformada del porcentaje de inhibición en 

función del logaritmo de la concentración de fungicida (Becher et al., 2010). Los 

ensayos fueron realizados por duplicado. El análisis estadístico de datos, comparando 

aislamientos del quimiotipo NIV vs. aislamientos del quimiotipo 15ADON y la 

comparación entre especies, se realizó utilizando el test de rangos de Mann Withney 

Wilcoxon  (MWW) (http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html).  

 

3.1.7 Análisis de estructura poblacional por número variable de repetidos en 
tándem  (VNTR)  

 

Para el análisis de la estructura poblacional de los aislamientos de FGSC, se analizaron 

nueve marcadores de Número Variable de Repetidos en Tandem (VNTR) descritos 

previamente por Suga et al. (2004). Los primers de sentido directo (“forward”) fueron 

sintetizados con marcadores fluorescentes (Applied Biosystems) y la amplificación fue 

realizada en tres reacciones multiplex, siguiendo el protocolo descrito por Ward et al. 

(2008). Los productos fueron analizados utilizando un analizador ABI3100 Genetic 

Analyzer with GENESCAN 3.7 y el software GENOTYPER 3.7 software (Applied 

Biosystems). Los valores de diversidad génica (Nei, 1987) y los valores de distancia 

genética basada en índices de fijación FST (Cockerham & Weir, 1984; Michalakis & 

Excoffier, 1996) fueron calculados utilizando el software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et 

al., 2005). La estimación de los valores de FST pareados fue realizada basada en el 

número de alelos diferentes, y la significancia estadística (Michalakis & Excoffier, 

1996) de las estimaciones de FST pareados fue determinada utilizando un test de 

permutación con 10000 permutaciones. Además se compararon las poblaciones 

uruguayas con poblaciones aisladas en la provincia de Buenos Aires en el año 2003 de 

la colección del laboratorio de la Dra. Sofía Chulze de la Universidad de Rio Cuarto, 

Argentina, depositada en el Servicio de Investigación Agrícola (ARS) del Departamento 

de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), Peoria, Illinois, USA. 

 
 
 
 

http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html
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3.2 Desarrollo de técnicas moleculares sencillas para identificación y 
tipificación 

 

3.2.1. Identificación 

 

Para determinar la pertenencia al FGSC y específicamente a la especie F. graminearum,  

de aislamientos obtenidos de granos de trigo,  con características morfológicas 

atribuibles al  FGSC,  se desarrolló un método sencillo realizable en un laboratorio 

básico de biología molecular, consistente en varias etapas. 

3.2.1.1 Determinación de la identidad  de los aislamientos como pertenecientes al 
FGSC, mediante PCR con primers específicos para F. graminearum 

 

Para las reacciones de PCR se utilizó como molde el ADN genómico obtenido según el 

protocolo antes descrito (sección 3.1.3). Se empleó primer directo (forward) Fg11F 

(5´CTCCGGATATGTTGCGTCAA 3´) y como reverso Fg11R 

(5´GGTAGGTATCCGACATGGCAA 3´) (Nichloson et al., 1998). Las reacciones se 

realizaron en un volumen de 25 μl, conteniendo 200 μM de una mezcla de dNTPs 

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), 0.5 μM de cada primer, 1 ng de DNA molde y 2 

unidades (U) de enzima DreamTaq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific Inc., 

USA) en buffer de enzima con MgCl2. Se llevó a volumen final con agua destilada libre 

de DNasa/RNasa (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se utilizó una temperatura de 

desnaturalización inicial de 95°C por un minuto, realizándose 40 ciclos, cada uno de 1 

minuto a 94°C (desnaturalización), 30 segundos a 60° C (hibridación o annealing) y 1 

minuto a 72 °C (extensión). Se permitió la extensión final por 10 minutos a 72°C. Para 

ello se utilizó un termociclador Labnet MultiGene II Thermal Cycler (Labnet 

Internetional Inc., USA). La amplificación fue corroborada mediante geles de agarosa 

como se explica en el apartado 3.1.3. Los tamaños de los productos de PCR obtenidos 

fueron estimados por comparación con un marcador de peso molecular (GeneRuler 

™1Kb Plus DNA Ladder y GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific Inc., USA) (Anexo 3). 
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3.2.1.2 Diseño in silico de un método de PCR-RFLP para la diferenciación de las 
especies del FGSC más comúnmente encontradas en Uruguay 

 

Se realizó el análisis in silico de secuencias del gen TEF-1α correspondientes a especies 

del FGSC aisladas en Uruguay y en otros países de América Latina. En primer lugar, 

mediante el programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011) se alinearon las secuencias 

correspondientes a las distintas especies, obtenidas de la base de datos FUSARIUM-ID 

(http://isolate.fusariumdb.org/index.php). Se determinaron los sitios variables y 

utilizando el programa Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/), se buscaron 

las enzimas que permitieran diferenciar las especies más comúnmente halladas en 

nuestro país.  

3.2.2 Ensayos de validación del método de RFLP 

 

El método desarrollado se validó empleando cepas de colección pertenecientes al FGSC 

como controles. Las cepas utilizadas forman parte de la colección del Agricultural 

Research Service del Departamento de Agricultura de los estados Unidos (USDA, 

NRRL Collection) y fueron cedidas por el Dr. Kerry O´Donnell de dicho centro. Las 

especies analizadas fueron las siguientes: F. graminearum (NRRL 31084 y autóctona), 

F. austroamericanum (NRRL 2903 y autóctona), F. cortaderiae (NRRL 29297 y 

autóctona), F. asiaticum (NRRL 13818 y autóctona), F. boothii (NRRL 26916), F. 

brasilicum (NRRL 31281), F. meridionale (NRRL 28436), F. gerlachii (NRRL 36905), 

F. louisianense (NRRL 54196), F. ussurianum (NRRL 45665), F. vorosii (NRRL 

37605), F. nepalense (NRRL 54220), F. acaciae-mearnsii (NRRL 26752), F. 

mesoamericanum (NRRL 25787), F. aethiopicum (NRRL 46710), Fusarium sp. (NRRL 

34461)  y como control negativo una cepa no perteneciente al FGSC, Fusarium roseum 

(NRRL 6470). 

3.2.2.1 Amplificación por PCR del gen del factor de elongación de la transcripción 
(TEF-1α) 

 

Para las reacciones de PCR se utilizaron como molde el ADN genómico obtenido según 

el protocolo antes descrito (sección 3.1.3). Se utilizó el primer directo EF1(5´- 

ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3´) y como reverso EF2 (5´-

GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3´) (Geiser et al., 2004). Las reacciones se 

realizaron en un volumen de 25μl, conteniendo 200 μM de una mezcla de dNTPs 

http://isolate.fusariumdb.org/index.php
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(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), 0.5 μM de cada primer, 1 ng de DNA molde y 2 

U de enzima DreamTaq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)  en 

buffer de enzima con MgCl2. Se llevó a volumen final con agua destilada libre de 

DNasa/RNasa (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). La temperatura de anillado 

(annealing) se optimizó previamente en un termociclador Corbett CG1_96 con gradiente 

de temperatura (Corbett Research, Sydney, Australia), ensayándose entre 50 y 60ºC. 

Las condiciones óptimas de reacción fueron: desnaturalización inicial a 95°C por cuatro 

minutos seguido de 35 ciclos, cada uno de 1 minuto a 94°C (desnaturalización), 30 

segundos a 55° C (hibridación o annealing) y 90 segundos a 72 °C (extensión). Se 

permitió la extensión final por 10 minutos a 72°C. Se utilizó un termociclador Labnet 

MultiGene II Thermal Cycler (Labnet International Inc., USA). La amplificación fue 

corroborada mediante geles de agarosa como se explicó en el apartado 3.1.3. Los 

tamaños de los productos de PCR obtenidos fueron estimados por comparación con un 

marcador de peso molecular (GeneRuler ™1Kb DNA Ladder y GeneRuler 100 bp DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) (Anexo 3). 

 

3.2.2.2 Corte con enzimas de restricción 

 

Para determinar el patrón de restricción de los fragmentos del gen TEF-1α se utilizó por 

un lado la enzima BsaHI (New England Biolabs Inc., USA) y por otro la enzima TruI 

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA). En todos los casos se siguieron las temperaturas y 

tiempos de incubación establecidos para cada enzima por el fabricante. Se emplearon 

buffers de reacción adecuados para cada enzima. Se utilizó un mínimo de 1 U de enzima 

por cada  μg de ADN a digerir. Las incubaciones se llevaron a cabo en baño de agua 

termostatizado. 

Los fragmentos de restricción fueron resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1.5% (Laboratorios Conda, Madrid, España) en buffer TBE 0,5x, con bromuro de 

etidio como indicador, a una concentración final de 0.5 μg/mL. El gel se reveló bajo una 

lámpara UV (Sambrook et al., 1989). Los tamaños de los productos de restricción 

obtenidos fueron estimados por comparación con un marcador de peso molecular 

(GeneRuler ™1Kb DNA ladder ( Thermo Fisher Scientific Inc., USA) (Anexo 3). 
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3.2.3 Tipificación 

 

En base al método descrito por (Ward et al., 2002) y (Starkey et al., 2007) se puso a 

punto un ensayo de PCR Multiplex para determinar los quimiotipos de  los aislamientos 

de FGSC. Se utilizaron los primers específicos diseñados para diferenciar quimiotipos 

individuales en base al gen de la enzima 15-O-acetyltransferasa (TRI3). La reacción 

incluye el primer directo común a todos los quimiotipos: 3CON (5´-

TGGCAAAGACTGGTTCAC-3´), y tres primers reversos específicos de quimiotipo: 

3NA(5´-GTGCACAGAATATACGAGC-3´) para el quimiotipo NIV, que amplifica un 

fragmento de 840pb, 3D15A (5´ACTGACCCAAGCTGCCATC-3´) para el quimiotipo 

15ADON, que amplifica un fragmento de 610 pb, y 3D3A 

(5´CGCATTGGCTAACACATG-3´) específico para el quimiotipo 3ADON, que 

amplifica un fragmento de 243pb. Asimismo se realizó el ensayo de PCR multiplex para 

quimiotipos del gen de la bomba de eflujo de tricotecenos TRI12. Dicha reacción 

incluye el primer directo común a todos lo quimiotipos 12CON (5´-

CATGAGCATGGTGATGTC-3´) y los primers reversos específicos 12NF (5´-

TCTCCTCGTTGTATCTGG-3´) que amplifica un fragmento de 840 pb en el caso del 

quimiotipo NIV, 12–15F (5´-TACAGCGGTCGCAACTTC-3´) para el quimiotipo 

15ADON, que amplifica un fragmento de 670 pb y 12–3F (5´-

CTTTGGCAAGCCCGTGCA-3´) para el quimiotipo 3ADON, que amplifica un 

fragmento de 410pb. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 10 µl en 

buffer Ampli Taq PCR (Invitrogen, California , USA), 2 mM MgCl2, 0.2 mM de cada 

dNTP, 0.2 µM de cada primer y 0.5 U de AmpliTaqDNAPolymerasa (Invitrogen, 

California, USA) y 100 ng de ADN genómico. Las condiciones de amplificación 

fueron: 5 minutos a 94 ºC, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos 

52ºC y 1 minuto a 72ºC. Los productos de amplificación fueron resueltos en geles de 

Agarosa al 0,8% como se explica en el apartado 3.1.3. 
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3.3 Análisis de Micotoxinas presentes en muestras de trigo 

3.3.1 Análisis de Micotoxinas por cromatografía líquida de alta resolución y 
detección por espectrometría de masa tandem (HPLC-MS/MS) 

 

3.3.1.1 Estándares y solventes 

Para la puesta a punto del ensayo se utilizaron estándares liofilizados de micotoxinas 

NIV, DON, 3ADON, 15ADON y ZON (Sigma-Aldich, Munich), reconstituidas en 

acteonitrilo y conservadas a 4ºC en oscuridad.  

Los solventes utilizados como fase móvil y en la extracción fueron (metanol y  

acetonitrilo calidad HPLC) provistos por  J.T. Baker (Deventer, The Netherlands). 

3.3.1.2 Estudio de los patrones de fragmentación de los iones 

 

Para estudiar la energía óptima de fragmentación necesaria para identificar las 

diferentes micotoxinas, principalmente los isómeros 3ADON y 15ADON, en base a su 

patrón de MS/MS, se realizaron ensayos de inyección directa de estándares en un 

equipo Esquire 6000 (Bruker Daltonics, Alemania). Se ensayaron soluciones de 5ppm 

de las micotoxinas NIV, DON, 3ADON, 15ADON y ZON en buffer conteniendo 5mM 

de acetato de amonio. Se graficaron las intensidades relativas de los iones fragmentos 

(I%) en función de la energía utilizada (“Energy-Resolved Ionization Curves”).  

3.3.1.3 Separación de toxinas por Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

 

Para la separación de las micotoxinas por cromatografía líquida de alta resolución se 

utilizaron las columnas analíticas de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x150 

mm, 5 µm), y Zorbax Eclipse 5B-C18 (2,1×30 mm, 3.5 μm), Agilent Technologies 

(Palo Alto, California). Se ensayaron los estándares de micotoxinas (500 ppb) por 

separado y una mezcla de micotoxinas (500 ppb de cada una). Las corridas se llevaron a 

cabo a 30ºC usando como fase móvil una mezcla 12/88 (v/v) de MeOH/acetato de 

amonio 5 mM. 

Se utilizó también una columna Luna 3u C18 100 (100 x 3.0  mm, 3 μm) Phenomenex 

(Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA). Las corridas cromatográficas en este caso se 

llevaron a cabo con la columna a 35ºC. La fase móvil consistió en ácido acético (0.1% 

en agua ultrapura) (A) y acetonitrilo (B). El método cromatográfico consistió en un 
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gradiente en dos etapas, primero de 30% de (B) por 7 min, seguido de una etapa 

isocrática de 50% de (B) por 4 min, con un flujo de 0.1 ml/min.  

La detección y análisis de micotoxinas fue realizado de acuerdo a los métodos 

desarrollados por Berthiller y Sulyok Berthiller et al. (2005), Sulyok et al. (2007),  con 

modificaciones. Se utilizó para la separación un equipo de HPLC 1200 Series, Agilent 

Technologies (Waldbronn, Alemania) acoplado a un espectrómetro de masa de tipo 

trampa de iones, Esquire 6000, con ionización electrospray (Bruker Daltonik GmbH) o 

un equipo MicroQTof de alta resolución (Bruker Daltonik GmbH) como detector. Los 

análisis se realizaron en modo SRM (Selected Reaction Monitoring) para iones 

positivos o negativos, según el analito. Las condiciones generales del electrospray 

fueron las siguientes: “endplate off set voltaje” 500 V, “capillary voltaje” 4000 V, 

nebulización con nitrógeno a 40 psi, secado con nitrógeno a un flujo de 9.0 l/min y una 

temperatura de 350°C. 

3.3.1.3 Extracción de micotoxinas de la matriz trigo  

 

Se fortificaron  muestras de trigo no contaminado con micotoxinas (500 ppb, 1 ppm y 2 

ppm de cada una y de una mezcla de micotoxinas) y se realizaron extractos de los 

mismos siguiendo el mismo procedimiento que para muestras de trigo contaminado 

(apartado 3.3.2). Los extractos se corrieron en las mismas condiciones detalladas 

anteriormente para los estándares de micotoxinas. Asimismo se realizaron extractos de 

trigo no contaminado con Fusarium (trigo blanco), las cuales fueron analizadas de 

forma de descartar la presencia de interferentes en la muestra. 

 

3.3.2 Extracción de micotoxinas a partir de muestras de granos de trigo 
contaminados 

Para la extracción de micotoxinas a partir de granos de trigo se utilizó el método 

descrito por Berthiller et al. (2005) con modificaciones. Se eligieron tres muestras 

representativas, dos tomadas en la zafra 2011 provenientes del departamento de Cerro 

Largo (CL1 y CL2) y una muestra de Young, departamento de Rio Negro, de la zafra 

2009 (Young 1). Para realizar la extracción se molieron 100  g de granos por muestra, 

hasta lograr un polvo homogéneo. Se tomaron alícuotas de 0,5 g se incubaron con 2 ml 

de acetonitrilo:agua 84:16 v/v por 1 hora con agitación. Posteriormente se filtró el 

sobrenadante con filtro de papel. Los extractos se pasaron por una columna de clean-up 
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Mycosep 225 Trich (Romer Labs, Tulln, Austria) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Se tomaron 2 ml de extracto purificado y se llevaron a sequedad en flujo de 

nitrógeno. Los extractos secos se resuspendieron en 400 µl de fase móvil (mezcla de 

acetonitrilo: ácido acético 1%).  

3.4 PCR en tiempo real para la cuantificación de hongos productores de 
micotoxinas en muestras de trigo 

 

Con el fin de determinar la contaminación fúngica en muestras de trigo, se pusieron a 

punto métodos para la cuantificación de la carga de Fusarium productores de 

tricotecenos en general, de nivalenol y de zearalenona en muestras de trigo por PCR en 

tiempo real. En cada caso se establecieron las condiciones de trabajo y se determinó la 

especificidad del método seleccionado. Luego se realizaron curvas estándar a partir de 

ADN extraído de cepas productoras seleccionadas en cada caso, determinándose la 

linealidad, el rango dinámico, el límite de detección y la eficiencia de cada método. Por 

último se determinó el efecto de la matriz (trigo) en los diferentes métodos 

desarrollados. Dichos métodos se utilizaron para analizar muestras de trigo nacionales. 

3.4.1 Condiciones de amplificación por PCR en tiempo real para la cuantificación de 
la carga de Fusarium productores de tricotecenos 

 

Para la determinación de la incidencia de Fusarium productores de tricotecenos en 

granos de trigo se utilizó el método descrito por Burlakoti et al. (2007), con 

modificaciones. El estudio se basó en la amplificación de un fragmento de 193 pb del 

gen que codifica la enzima tricodieno sintasa (TRI 5), la cual cataliza el primer paso en 

la síntesis de tricotecenos. Los primers específicos utilizados Tri5-Fw (5’-

TCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCT-3´) y Tri5-Rev (5’-

CATGCCAACGATTGTTTGGAGGGA-3´), fueron sintetizados por SBS Genetech 

Co., Ltd (Beijing, China). Las reacciones de PCR en tiempo real fueron realizadas 

empleando un termociclador Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Venlo, Holanda) en un 

volumen de 10 μl conteniendo 5 μl del reactivo Rotor-Gene SyBR Green RT-PCR 

Master Mix (Qiagen, Venlo, Holanda), 1 μl de cada primer de concentración 1 μM, 2 

μL de agua MilliQ estéril y 1 μl de ADN de concentración adecuada, determinada por 

medidas de fluorescencia utilizando el Kit de fluorescencia Quant-iT ds DNA BR 

(Invitrogen, California, USA) en un fluorímetro Qubit (Invitrogen, California, USA). El 
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ciclo de amplificación consistió en un paso inicial de desnaturalización por 5 minutos a 

95ºC, seguido por 40 ciclos, cada uno de 5 segundos a 95ºC, un paso de anillado-

extensión de 10 segundos a 58ºC y un paso de 5 segundos a 80ºC donde se llevó a cabo  

la adquisición de fluorescencia. Este último paso constituyó una modificación del 

protocolo original de Burlakoti et al. (2007) y se realizó para evitar la interferencia de 

dímeros de primers en la medida. La especificidad de la reacción se estableció mediante 

curvas de desnaturalización  o “melting” obtenidas graficando el opuesto de la derivada 

primera de la intensidad de fluorescencia respecto a la temperatura, en función de la 

temperatura, realizadas en el mismo aparato luego de cada corrida. En cada caso, la 

aparición de sólo un pico a una determinada temperatura de desnaturalización se tomó 

como determinante de especificidad.  

 

3.4.2 Condiciones de amplificación por PCR en tiempo real para la cuantificación de 
la carga de Fusarium productores de nivalenol  

 

Para la determinación de la incidencia de hongos del género Fusarium productores de 

nivalenol se utilizó el método de PCR en tiempo real basado en la amplificación de una 

región del gen TRI12 que codifica para la bomba de eflujo de tricotecenos. El diseño de 

primers se llevó a cabo utilizando el programa AlleleID® (Primer Biosoft) comparando 

las secuencias del gen correspondientes a productores de DON y de NIV. Las  

secuencias del gen TRI12 utilizadas para el diseño se obtuvieron de la base de datos del 

Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Las mismas fueron alienadas y 

utilizadas por el  programa para la búsqueda segmentos diferenciales entre los distintos 

quimiotipos. Asimismo el programa realizó el algoritmo BLAST para comparar los 

primers obtenidos con las bases de datos, de modo de corroborar la especificidad de los 

primers generados. Los primers diseñados fueron sintetizados por SBS Genetech Co. 

Ltd. (Beijing, China). Las condiciones óptimas de anillado con dichos primers se 

determinaron previamente por PCR convencional en un termociclador Corbett CG1_96 

con gradiente de temperatura (Corbett Research, Sydney, Australia) utilizando la cepa 

F-117 quimiotipo NIV como control positivo y las cepas F-113 quimiotipo 15ADON y 

NRRL 36957 quimiotipo 3ADON como controles negativos. El rango de anillado 

probado fue entre 54 y 60°C. Dicho rango fue establecido en base a la temperatura de 

anillado sugerida por el programa Alelle ID (54.7ºC) y a las temperaturas de 

desnaturalización de los primers calculadas según la fórmula Tm = 2(A+T) + 4(G+C) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore)
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(Wallace et al., 1979) las cuales fueron 53,9ºC y 53,7ºC para los primers directo y 

reverso respectivamente. Asimismo se consideró la temperatura óptima de trabajo de la 

polimerasa utilizada (establecida por el fabricante) la cual es de 60ºC. Se seleccionó la 

máxima temperatura a la cual hubo amplificación a partir del ADN molde de la cepa 

control positivo, pero no a partir de las cepas utilizadas como controles negativos.   

Con los primers diseñados, se realizaron reacciones de PCR en tiempo real empleando 

un termociclador Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Venlo, Holanda), en un volumen de 10 μl 

conteniendo 5 μl de la mezcla  Rotor-Gene SyBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen, 

Venlo, Holanda), 1 μl de cada primer de concentración 1 μM, 2 μl de agua MilliQ 

estéril y 1 μl de ADN de concentración adecuada, determinada con el Kit de 

fluorescencia Quant-iT ds DNA BR (Invitrogen, California, USA) en un fluorímetro 

Qubit (Invitrogen, California, USA). El ciclo de amplificación consistió en un paso 

inicial de desnaturalización por 5 minutos a 95ºC, seguido por 35 ciclos, cada uno de 5 

segundos a 95ºC y un paso de anillado-extensión de 10 segundos a 54ºC. La adquisición 

de fluorescencia se llevó a cabo en el último paso del ciclo. La especificidad del método 

se verificó utilizando como molde el ADN de las cepas tomadas como controles 

positivos y negativos. 

 

3.4.3 Condiciones de amplificación por PCR en tiempo real para la cuantificación de 
la carga de Fusarium productores de zearalenona 

 

Para el análisis de la presencia de productores de zearalenona se realizó un protocolo de 

PCR en tiempo real según Meng et al. (2010), utilizando primers específicos para una 

zona del gen que codifica para la enzima Poliquétido Sintaza 4 (PKS4). Los  primers 

empleados fueron  ZEAFw (5´-CGTCTTCGAGAAGATGACAT-3´) y ZEARv (5´-

TGTTCTGCAAGCACTCCGA-3´), sintetizados por SBS Genetech Co., Ltd (Beijing, 

China), que amplifican un fragmento de 280pb. Las reacciones de PCR en tiempo real 

fueron realizadas utilizando un termociclador Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Venlo, 

Holanda). Las reacciones se realizaron en un volumen de 10 μl conteniendo 5 μl de 

mezcla  Rotor-Gene SyBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen, Venlo, Holanda), 1 μl 

de cada primer de concentración 1 μM, 2 μl de agua MilliQ estéril y 1 μl de ADN de 

concentración adecuada, determinada con el Kit de fluorescencia Quant-iT ds DNA BR 

(Invitrogen, California, USA) en un fluorímetro Qubit (Invitrogen, California, USA). El 

ciclo de amplificación consistió en un paso inicial de desnaturalización por 5 minutos a 
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95ºC, seguido por 40 ciclos de 5 segundos a 95ºC y un paso de anillado-extensión de 10 

segundos a 60ºC. La adquisición de fluorescencia se llevó a cabo en el último paso del 

ciclo.  

3.4.3.1 Selección de cepas productoras de  zearalenona  

La capacidad de distintos aislamientos de producir la micotoxina zearalenona, se llevó a 

cabo in vitro siguiendo el protocolo de Vaamonde et al. (1987) con modificaciones. La 

producción se realizó en un matraz Erlenmayer de 500 ml conteniendo 20 g de arroz 

parboilizado, el cual se incubó previamente con agua destilada por 1 hora a temperatura 

ambiente y se esterilizó en autoclave a 121ºC por 30 minutos. Como inóculos se 

utilizaron cultivos de 7 días crecidos en placas de PDA a 25ºC. De cada cultivo se 

realizó una suspensión de conidias de concentración 105 conidias/ml en 5 ml de 

agua/Tween20 al 0,01% v/v estéril. Los matraces fueron inoculados con 1 ml de dicha 

suspensión e incubados a 25ºC por dos semanas, seguido de 3 semanas a 15ºC. Las 

cepas testeadas fueron: F-99, F-113 y F-119 de la especie F. graminearum quimiotipo 

15ADON; F-109 y F-108 de la especies F. asiaticum quimiotipo NIV; F-111, F-117 y R 

2.1 de la especie F. cortaderiae quimiotipo NIV y F-105 de la especie F. acuminatum.  

Luego de la incubación, se tomaron 10 g de muestra y se le agregaron 40 ml de una 

mezcla acetonitrilo:agua:ácido acético en proporciones 79:20:1 v/v/v. La extracción de 

zearalenona se realizó por 90 minutos con agitación orbital a 220 rpm. Los extractos se 

filtraron con papel de filtro Whatman grado 1 (Whatman-GE Healthcare) y se guardaron 

en frascos ámbar a 4ºC hasta su análisis. 

Para la detección de la producción de zearalenona, se corrió una cromatografía de capa 

fina (TLC) utilizando placas de sílica gel precubiertas Polygram (Marcherey-Nagel 

GmbH., Alemania). Se sembró un 1µl de una dilución 1 mg/ml en ACN del estándar de 

zearalenona (Sigma-Aldrich) y 5 µl de cada extracto. La TLC se corrió utilizando como 

fase móvil cloroformo:acetona en proporción 90:10 v/v. La presencia de zearalenona se 

visualizó bajo luz UV a 254 nm.  

 

3.4.4 Curvas estándar 

Para la construcción de curvas estándar de los distintos ensayos se emplearon diluciones 

seriadas en base 10 del ADN extraído de micelio de la cepa F-117 quimiotipo NIV  

productora de zearalenona in vitro. En cada caso se utilizaron los primers específicos y 

las condiciones de ciclado detalladas previamente. Se realizaron por duplicado las 
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amplificaciones en tiempo real de cada dilución, determinando el ciclo umbral (Ct) en 

cada caso. Para cada punto, se calculó el promedio y el intervalo de confianza (α = 0,05) 

de los Ct determinados y se obtuvieron las curvas estándar graficando los Ct promedio 

en función del logaritmo de la concentración de ADN. Se determinó la linealidad de la 

curva y se utilizó la pendiente de la misma para determinar la eficiencia de la reacción 

según la siguiente ecuación Eficiencia = [10(-1/pendiente)]-1 (Rasmussen, 2001). En la zona 

lineal se definió el límite de detección y el rango dinámico. 

 

3.4.5 Análisis del efecto matriz  

3.4.5.1 Extracción de ADN a partir de granos de trigo  

 

La extracción de ADN a partir de granos de trigo se realizó según el protocolo “Maize 

Seeds Sampling and DNA Extraction - Report on the Validation of a DNA Extraction 

Method from Maize Seeds and Grains” del “ Community Reference Laboratory for GM 

Food and Feed, 2008” (CRL-GMFF, 2008). A 200 mg de trigo molido contenido en un 

tubo Eppendorf de 1,5 ml, se le agregaron 300 μl de agua MiliQ estéril, se homogeneizó 

y se agregó 700 μl de buffer CTAB y 10 μl de solución de ARNasa de concentración 

10mg/ml (Anexo 1). Se incubó a 65ºC durante 30 minutos. Se agregaron 10 μl de 

Proteinasa K de concentración 20 mg/ml (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) y se 

incubó nuevamente a 65ºC durante 30 minutos. Se centrifugó a 12000g durante 15 

minutos y se trasvasó el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf conteniendo 500 μl de 

cloroformo. Se mezcló por inversión y se centrifugó a 12000g durante 15 minutos. La 

fase acuosa superior se trasvasó a un nuevo tubo eppendorf y se agregaron dos 

volúmenes de la solución de precipitación CTAB (Anexo 1). Se incubó a temperatura 

ambiente durante una hora y se centrifugó a 12000g durante 15 minutos. Se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se disolvió en 350 μl NaCl 1.2M (Anexo 1). Se agregaron 

350 μl de cloroformo, se mezcló por inversión y se centrifugó a 12000g durante 10 

minutos. La fase acuosa superior se trasvasó a un nuevo tubo eppendorf y se agregó 0.6 

volúmenes de isopropanol. Se mezcló por inversión y se incubó a -20ºC durante toda la 

noche. Se centrifugó a 12000g durante 10 minutos y se descartó el sobrenadante. Se 

agregaron 500 μl de EtOH 70%, se mezcló, se centrifugó a 12000g por 10 minutos. El 

precipitado se secó en estufa a 45ºC y se resuspendió en 100 μl de agua MilliQ estéril 
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libre de DNasa/Rnasa (Thermo Fisher Scientific inc, USA). Se conservó a -20ºC hasta 

su utilización. 

 

3.4.5.2 Ensayo de efecto matriz 

 

El efecto de la matriz de trigo para cada ensayo se estudió determinando los Ct 

correspondientes a 1 ng de ADN de micelio puro de la cepa F-117, solubilizado en 

distintas diluciones de matriz de trigo (extracción de ADN de trigo blanco no 

contaminados), contrastando los resultados con los obtenidos para las mismas 

diluciones de ADN fúngico realizadas en agua pura. Los ensayos se realizaron por 

duplicado y se determinaron los Ct promedio y los intervalos de confianza (α=0,05) en 

cada caso. Para cada método, se determinó la mínima dilución de la muestra necesaria 

para no detectar interferencias de la matriz en la cuantificación del ADN fúngico 

presente. Se consideraron aceptables diferencias de hasta un 0,5 Ct entre el ADN 

fúngico diluido en agua y el mismo diluido en matriz (Cankar et al., 2006; Community 

Reference Laboratory for GM Food and Feed CRL-GMFF, 2004). 

 

3.4.6 Análisis de muestras de trigo nacional 

 

Para el análisis de muestras de trigo nacional por PCR en tiempo real, se eligieron dos 

muestras provenientes del departamento de Cerro Largo de la cosecha 2011 (CL1 y 

CL2) y una muestra del departamento de Colonia (localidad de Conchillas) (CN1) de la 

zafra 2009, representativas de la diversidad de cepas y quimiotipos encontrados en 

Uruguay. A partir de las muestras CL1 y CL2 se aislaron previamente cepas de 

Fusarium de los quimiotipos NIV y 15ADON, sin embargo en la muestra CN1 se 

aislaron mayoritariamente cepas del quimiotipo 15ADON.  

 

3.4.6.1 Determinación del porcentaje de infección 

 

El porcentaje de infección de las muestras de trigo nacional del departamento de Cerro 

Largo, se determinó sembrando en placas de PDA-PCNB-cloranfenicol, 100 granos de 

trigo desinfectados superficialmente y contando el número de granos en los cuales se 

constató la infección por F. graminearum (caracterización morfológica). El porcentaje 

de infección se expresó como número de granos infectados por cada 100 granos 

testeados. 
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3.4.6.2 Cuantificación de la contaminación por PCR en tiempo real 

 

La cuantificación de la contaminación de granos de trigo por PCR en tiempo real se 

realizó siguiendo los protocolos descritos en las secciones 3.4.1, 3.4.2 y 3.4.3. De 

acuerdo a dichos protocolos, se estableció la dilución del ADN de las muestras, 

necesaria para evitar el efecto matriz. Las muestras de trigo fueron analizadas por 

triplicado. Paralelamente se llevaron a cabo extracciones de ADN, por triplicado, de 

forma de determinar la cantidad de ADN que se extrae a partir de 60 mg de micelio 

húmedo. Asimismo se determinó por secado de micelio la biomasa fúngica (peso de 

micelio seco) que corresponde a dicha cantidad de ADN. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 Aislamiento, identificación y caracterización de hongos pertenecientes al 
complejo de especies Fusarium graminearum (FGSC) 

 

4.1.1 Aislamiento de hongos pertenecientes al complejo FGSC 

 

El aislamiento de los hongos pertenecientes al FGSC se realizó siguiendo la 

metodología descrita en el apartado 3.1.2. Se observó la presencia de colonias con 

características de Fusarium. Dichas colonias se observan con abundante micelio aéreo 

de coloración blanca y textura algodonosa y presentan pigmentación rojiza, tal como se 

observa en a Figura 11. Dado que en algunos casos los granos se encontraban 

contaminados con más de un género de hongos, todas las colonias que presentaron 

alguna característica macroscópica de Fusarium fueron analizadas a nivel microscópico 

(frescos). Se evaluó la presencia de macroconidias típicas, además del crecimiento 

característico en medio PDA, donde las especies del FGSC presentan reverso de colonia 

de color rojo característico (Figura 11).  

Se obtuvieron un total de 48 aislamientos de muestras del año 2009 y 41 aislamientos de 

muestras de los años 2011 y 2012 (17 del departamento de Cerro Largo, 11 del 

departamento de Lavalleja y 13 de Montevideo). Asimismo, para la caracterización y  

análisis posterior, se incluyeron 62 aislamientos obtenidos en la Cátedra de 

Microbiología de la Facultad de Química, a partir de muestras provistas por INIA y 

MGAP en el año 2002 (Anexo 4). 

 

 

 

 

A 
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Figura 11. Caracterización macro y microscópica de Fusarium graminearum.  

A: Micrografía de conidias de F. graminearum tomadas de con aumento 100x; B: 

colonia típica de F. graminearum en medio PDA derecho y (C) reverso de la placa. 

 

 

  

Figura 12. Imagen de una placa de PDA con fungicida PCNB, donde se sembraron 

granos de trigo contaminados, previa desinfección superficial.  
Izquierda: Imagen superior de la placa. Derecha: reverso. Se observa crecimiento de 

varias colonias con características de Fusarium. Con una flecha se indica una colonia 

típica.  El color oscuro del reverso de algunas colonias se corresponde a cultivos mixtos 

de Fusarium y Alternaria sp. o Trichoderma sp. 

 

4.1.2. Caracterización de aislamientos por MLGT 

 

Como primer etapa de trabajo se planteó la realización de un método molecular que 

permitiera diferenciar las especies pertenecientes al complejo F. graminearum asociadas 

a FHB en Uruguay. Para determinar las especies predominantes en nuestro territorio se 

realizaron aislamientos de muestras de trigo contaminadas, de distintas regiones, 

correspondientes a las zafras 2009, 2011 y 2012 (años de fusariosis moderada, leve y 

elevada respectivamente). Dichas muestras se analizaron conjuntamente con las 

muestras obtenidas previamente en nuestro laboratorio, en el año 2002 (62 

aislamientos), zafra de fusariosis severa en Uruguay. En total se obtuvieron 151 

aislamientos, los cuales fueron identificados a nivel de especie y quimiotipo por el 

A 

A B C 



Estrategias para la identificación y caracterización de patógenos causantes de fusariosis en 
trigo 

51 
 

método de ”Multilocus genotyping” (MLGT) (Ward et al., 2008). Los resultados 

mostraron una predominancia (N=130; 86%) de la especie Fusarium graminearum, 

mientras que los restantes aislamientos fueron identificados como Fusarium asiaticum 

(N=11), Fusarium cortaderiae (N=7), Fusarium brasilicum (N=2) y Fusarium 

austroamericanum (N=1). Con la excepción un único aislamiento de la especie F. 

graminearum (recolectado en el departamento de Soriano en la zafra 2002) que presentó 

el quimiotipo 3ADON, todos los aislamientos de dicha especie presentaron el 

quimiotipo 15ADON. Sin embargo todos los aislamientos de las especies F. 

cortaderiae, F. asiaticum y F. brasilicum presentaron el quimiotipo NIV. El único 

aislamiento de la especie F. austroamericanum (recolectado en el departamento de 

Paysandú en el año 2002) presentó el quimiotipo 3ADON.  En la Figura 13 se muestra 

la distribución de especies y quimiotipos aislados de trigo en Uruguay en las zafras 

estudiadas. 

 

Figura 13. Distribución geográfica de las especies y quimiotipos de FGSC 

asilados de trigo en Uruguay en las zafras estudiadas (2002, 2009, 2011 y 2012).  

 

Mediante el test de contingencia de Fisher, se analizaron las diferencias en composición 

de la población de especies y quimiotipos, comparando la región oeste del país con las 

nuevas áreas de producción del departamento de Cerro Largo. Asimismo, se analizó la 
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diferencia en composición entre los aislamientos del oeste y los del este (aislamientos 

de Cerro Largo sumados a aislamientos de Lavalleja). En ambos casos se obtuvieron 

diferencias significativas (P < 0.0001). En los departamentos del oeste del país sumado 

al departamento de Montevideo, los aislamientos de la especie F. graminearum del 

quimiotipo 15ADON representan el 95% del total. Asimismo, en esta región del país se 

aislaron un total de cuatro F. cortaderiae del quimiotipo NIV, además de un único F. 

austroamericanum y un F. graminearum, ambos del quimiotipo 3ADON. Por otro lado, 

en la zona este, en concreto en el departamento de Cerro Largo, F. asiaticum  representó 

un 43% de los aislamientos de esa zona y el quimiotipo NIV un 61%, siendo el 

predomínate en dicha región. Dado que estas son nuevas zonas de producción en el país 

(Ernst, 2011), no contamos con aislamientos de dicho departamento previo al año 2009.  

Por otro lado, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en 

composición de especies o quimiotipos entre poblaciones del oeste, comparando los 

años 2002 y 2009 (Test de Fisher, P=0.3017) (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Comparación de composición de especies y quimiotipos entre los 

aislamientos de los departamentos del oeste del país en los años 2002 y 2009. 

 

Los datos obtenidos permiten evidenciar una predominancia en Uruguay de la especie 

F. graminearum de quimiotipo 15ADON. Sin embargo, en el caso de las nuevas zonas 

de producción del departamento de Cerro Largo, la especie predomínate fue F. 

asiaticum y el quimiotipo mayoritario NIV.  

Estos datos sugieren la existencia en nuestro país de un 13% de especies posibles 

productoras de la micotoxina NIV (Figura 15), la cual no se analiza de rutina en 

muestras de trigo o harina.  
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Figura 15. Composición de especies y quimiotipos del total de aislamientos 

obtenidos en las zafras analizadas. Panel izquierdo porcentaje de especies aisladas, 

panel derecho porcentaje de quimiotipos encontrados. 

 

Fusarium graminearum y Fusarium asiaticum representan según Sarver et al. (2011a) 

las dos especies más importantes causantes de FHB a nivel mundial. Actualmente F. 

graminearum tiene una distribución panmundial (Sarver et al., 2011b) y puede presentar 

cualquiera de los tres quimiotipos descritos, pero se cree que se originó en América del 

Norte y forma parte del clado Norte-Americano, el cual incluye las especies F. gerlachii 

y F. louisianense (solo del quimiotipo NIV) descritas recientemente (Aoki, 2012) 

(Tabla 1). Por otro lado, la especie F. asiaticum ha sido reportada como agente causal 

de FHB en China (Gale et al., 2002; Ji et al., 2007; Qu et al., 2007; Yang et al., 2008; 

Zhang et al., 2007), Japón (Karugia et al., 2009; Suga et al., 2008) Nepal (Carter et al., 

2000; Carter et al., 2002; Chandler et al., 2003; Desjardins & Proctor, 2010) y Corea 

(Lee et al., 2009), pero no ha sido descrita previamente como agente causal de FHB en 

América del Sur. Esta especie puede presentar cualquiera de los tres quimiotipos y 

pertenece al clado Asiático que incluye otras tres especies (F. ussurianum, F. verosii y 

F. nepalense), que posiblemente también se originaron en Asia (Aoki, 2012) (Tabla 1). 

Es interesante remarcar que todos los aislamientos de F. asiaticum reportados en esta 

tesis, fueron obtenidos a partir de muestras de trigo de los departamentos de Cerro 

Largo. Estas nuevas regiones de plantación de trigo, se encuentran cercanas a zonas 

arroceras en el este del país. Recientemente, Gale et al. (2011) reportaron por primera 

vez la presencia de F. asiaticum del quimiotipo NIV en los Estados Unidos. Estos 

autores indican que dicha especie se restringe a un área relativamente pequeña en el sur 

del estado de Louisiana, cercano a zonas arroceras. Manejan la hipótesis de que F. 

asiaticum pudo haber sido introducida en los Estados Unidos en arroz y que los 

productores de NIV (tanto F. asiaticum como F. graminearum) pasaron a trigo en dicha 

región en particular, debido a la proximidad con los cultivos arroceros. Esto es 
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consistente con lo reportado por Lee et al. (2009), quienes sostienen que F. asiaticum 

estaría mejor adaptada a agroecosistemas arroceros que otras especies de FGSC.  

Por otro lado, se piensa que las otras tres especies encontradas en este trabajo, F. 

austroamericanum, F. brasilicum y F. cortaderiae se habrían originado en América del 

Sur, conjuntamente con F. meridionale  (Aoki, 2012). Sin embargo F. brasilicum pero 

del quimiotipo 3ADON, fue reportado en Nueva Zelanda (Monds et al., 2005) y 

recientemente en Sudáfrica (Boutigny et al., 2011), indicando que se encontraría en 

distintos lugares  en el Hemisferio Sur. 

En cuanto al quimiotipo de tricotecenos encontrado en los aislamientos analizados en el 

transcurso de esta tesis, éstos estuvieron directamente ligados a las especies halladas. La 

misma situación fue reportada por Sampietro et al. (2011) para aislamientos de FGSC 

de maíz en Argentina, a pesar de que el polimorfismo de tricotecenos fue reportado para 

F. graminearum (15ADON, 3ADON y NIV), F. austroamericanum (NIV y 3ADON), 

F. cortaderiae (NIV y 3ADON), F. asiaticum (15ADON, 3ADON y NIV) y F. 

brasilicum (NIV y 3ADON) (Aoki, 2012). En este estudio, todos los aislamientos de F. 

asiaticum, F. cortaderiae y F. brasilicum presentaron el quimiotipo NIV, todos los F. 

graminearum presentaron el quimiotipo 15ADON (salvo en el caso del aislamiento de 

F. graminearum quimiotipo 3ADON) y el único aislamiento de F. austroamericanum el 

quimiotipo 3ADON. Estos resultados concuerdan con los reportados por Jeon et al. 

(2003), los que muestran que F. asiaticum aislado de maíz en Corea produce NIV y F. 

graminearum solo DON y los resultados de Boutigny et al. (2011) en Sudáfrica y 

Monds et al. (2005) en Nueva Zelanda que muestran que todos los F. cortaderiae 

presentaron el quimiotipo NIV.   

Los resultados de este estudio confirman el hecho de que 15-ADON es el quimiotipo 

mayoritario encontrado en Uruguay, como fue reportado previamente por Piñeiro et al. 

(1996). Esto era esperable, dado que la presencia de FGSC del quimiotipo 15ADON ha 

sido encontrado en numerosos estudios, tanto en América del Sur como en el Norte 

(Alvarez et al., 2009; Astolfi et al., 2012; Schmale et al., 2011). Sin embargo otros 

quimiotipos también han sido reportados en determinadas áreas de América asociados a 

trigo y otros cultivos. En América del Norte, más precisamente en Canadá, se identificó, 

en la última década un corrimiento de la población de FGSC del quimiotipo 15ADON 

al 3ADON (Ward et al., 2008). Asimismo, Gale et al. (2011) evidenciaron la presencia 

F. graminearum del quimiotipo NIV en proporciones elevadas en aislamientos de una 

pequeña área del estado de Louisiana en los Estados Unidos. En América del Sur, el 
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quimiotipo NIV también ha sido detectado en la especie F. meridionale en Argentina y 

Brasil (Astolfi et al., 2012; Sampietro et al., 2011). De hecho Sampietro et al. (2011) 

mostró por primera vez la predominancia del quimiotipo NIV en FGSC aislados de 

maíz en Argentina. En nuestro país, previo a este trabajo, los estudios realizados en 

trigo correspondían exclusivamente a la zona oeste de producción y mostraban una 

predominancia absoluta del quimiotipo 15ADON, con un reporte reciente de la 

presencia de un solo aislamiento del quimiotipo NIV (Pan et al., 2013).  Sin embargo, el 

presente estudio es el primero que demuestra la presencia en trigo de patógenos de los 

tres quimiotipos (15ADON, 3ADON y NIV), asociándolos a las diferentes zonas de 

producción. Además, representa el primer reporte acerca de la diversidad de especies 

del FGSC en el territorio nacional, y de la presencia de F. asiaticum asociado a trigo en 

América del Sur. En este trabajo se realiza una caracterización conjunta de especies y 

quimiotipos, que además incluye a nuevas áreas de producción en el este del país. 

El encontrar aislamientos del quimiotipos NIV asociados a FHB en Uruguay, muestra 

que existe un riesgo potencial de contaminación por la toxina nivalenol, en particular en 

las nuevas regiones de producción de trigo del departamento de Cerro Largo. Esto 

podría tener consecuencias importantes en lo que respecta a la seguridad alimentaria, 

debido a que dicha toxina no sólo no se monitorea de rutina, sino que también es más 

citotóxica que el deoxinivalenol (Luongo et al., 2008). Estos resultados indican la 

necesidad de realizar muestreos periódicos para detectar la presencia de posibles 

productores tricotecenos diferentes al DON y de zearalenona en granos de trigo en 

nuestro país, además de la necesidad de contar con métodos rápidos y sencillos para 

dicho análisis.  

Además de las especies mencionadas anteriormente se encontraron tres aislamientos no 

pertenecientes al FGSC: dos F. acuminatum y un aislamiento de la especie F. 

lacertarum (perteneciente al complejo de especies F. equiseti). Existen pocos datos 

sobre la posible producción de micotoxinas por parte de F. lacertarum, sin embargo 

para F. acuminatum se postula que podría ser capaz de producir toxinas del grupo de los 

tricotecenos A, tales como la toxina T2 y sus derivados o tricotecenos mono y 

poliacetilados de elevada toxicidad (Visconti et al., 1989). Este estudio debería 

complementarse con la búsqueda de otras especies de Fusarium potencialmente 

micotoxigénicas en cereales. 
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4.1.3  Ensayo de sensibilidad al fungicida tebuconazol 

  

Para continuar con la caracterización de los aislamientos encontrados se evaluó la 

sensibilidad que mostraron las distintas cepas al fungicida tebuconazol. La misma fue 

cuantificada determinando la concentración de tebuconazol que causó la inhibición del 

50% del crecimiento micelial (concentración efectiva 50: CE50) para cada aislamiento, 

por duplicado.  

Los valores de CE50 de tebuconazol para el quimiotipo 15ADON (N = 42) se 

encontraron en el rango de 0.07 a 0.98 μg/ml, con una media de 0.29 μg/ml, mientras 

que los valores para los aislamientos del quimiotipo NIV (N = 14) fueron de 0.24 a 1.73 

μg/ml, con una media de 0.61 μg/ml. 

La Figura 16 muestra las distribución de frecuencias de CE50 de tebuconazol 

(promedio de duplicados) para aislamientos de Fusarium asiaticum y Fusarium 

cortaderiae del quimiotipo NIV y F. graminearum quimiotipo 15ADON de distintas 

regiones de Uruguay. Se puede observar, para el caso de los aislamientos del quimiotipo 

NIV, una mayor frecuencia de cepas con sensibilidad disminuida al fungicida 

tebuconazol. Asimismo, la diferencia en las medianas de los valores correspondientes al 

grupo “NIV” respecto al grupo “15ADON” fue evaluada mediante el test no 

paramétrico de Mann-Whitney Wilcoxon, encontrándose que los valores de CE50 de 

tebuconazol para los aislamientos del quimiotipo NIV fueron significativamente (P < 

0.05) mayores que los valores para los aislamientos del quimiotipo 15ADON. Sin 

embargo no se encontraron diferencias significativas  (P≥ 0.05) entre especies.  
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Figura 16. Frecuencia (en porcentaje) para distintos rangos de valores de CE50 

(ppm) promedio de tebuconazol para diferentes aislamientos. Barras llenas: 

aislamientos correspondiente al quimiotipo 15ADON; Barras rayadas: aislamientos 

correspondientes al  quimiotipo NIV.  

 

 

Si bien este estudio muestra que los potenciales productores de nivalenol serían menos 

sensibles al tebuconazol que los aislamientos del quimiotipo 15ADON, según Yin et al. 

(2009), ninguno sería resistente en condiciones de campo, ya que estos autores 

proponen valores mayores a 4 μg/ml de CE50 de tebuconazol para aislamientos de F. 

asiaticum y F. graminearum resistentes. En nuestro estudio el aislamiento con mayor 

valor de CE50 (1.73 μg/ml) corresponde a F. asiaticum (CL-6), obtenido a partir de 

nuevas zonas de producción del departamento de Cerro Lago. Si bien no se encontraron 

estudios similares que incluyeran a la especie F. cortaderiae, los valores de CE50 para 

F. graminearum encontrados en nuestro estudio parecen ser similares a los obtenidos en 

China, con una media de valores de CE50 de 0.248 μg/ml (con excepción de un 

aislamiento con CE50 de 6,24 μg/ml), pero menores que en Croacia, donde los valores 

de CE50 fueron de entre 0.22 μg/ml a 2.57 μg/ml (Ivic et al., 2011; Yin et al., 2009). Sin 

embargo Yin et al. (2009) reportaron un valor de CE50 medio para F. asiaticum de 

0.316 μg/ml (con la excepción de dos aislamientos con valores de EC50 de 4.152 y 4.52 

μg/ml). Dicho valor es sensiblemente menor al reportado en nuestro trabajo, donde el 

valor medio de CE50 para F. asiaticum fue de 0.674 μg/ml. Asimismo, al igual que en 

nuestro estudio, dichos autores no observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre los valores de CE50 medios para F. graminearum respecto a F. asiaticum. Sin 

embargo no realizaron estudios comparativos entre quimiotipos. Los resultados 
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presentados en esta tesis son hasta la fecha los primeros sobre sensibilidad al fungicida 

tebuconazol asociado a especies de FGSC causantes de FHB en Uruguay. 

Otro aspecto relevante a tener en cuenta sobre las cepas aisladas de trigo uruguayo es su 

agresividad en ensayos en planta.  

La Dra. Silva Pereyra y su equipo, en las instalaciones del INIA la Estanzuela, Colonia, 

analizaron la agresividad de once aislamientos representativos de las especies y 

quimiotipos aislados en 2002 y 2009 (F. graminearum 15ADON cepas F-122, F-100, 

Pay 3.5  y NRRL 36970; F. asiaticum NIV cepas. F-110, F-108 y F-109; F. cortaderiae 

NIV cepas F-117, F-111 y F-107; F. austroamericanum 3ADON NRRL 36957). Se 

realizó la inoculación de espiguillas de trigo en siete genotipos diferentes, con 

reactividad diferencial frente a FHB: Buck Guarani (susceptible) e INIA Mirlo 

(susceptible), INIA Churrinche (moderadamente susceptible), Catbird 1073 

(moderadamente susceptible a moderadamente resistente), INIA Tero y Sumai 3 

(moderadamente resistentes), y Frontana (resistente). La severidad de infección fue 

evaluada a los 7, 14 y 21 días post inoculación (dpi) y expresada como porcentaje de 

espiguillas sintomáticas por espiga. Se calculó el área bajo la curva de progreso de la 

enfermedad (AUDPC). Mediante análisis de varianza de los resultados, se encontró que 

los aislamientos de  F. graminearum  quimiotipo 15ADON presentaron agresividades 

significativamente mayores que F. cortaderiae y F. asiaticum del quimiotipo NIV y que 

F. austroamericanum quimiotipo 3ADON (Umpiérrez-Failache et al., 2013). La 

agresividad diferencial mostrada por esta especie podría dar cuenta de la mayor 

prevalencia en nuestro medio de la especie F. graminearum 15ADON respecto a las 

demás. Para corroborar estos resultados deberían realizarse ensayos incluyendo cepas 

pertenecientes a las diferentes especies y quimiotipos encontrados en las distintas 

regiones del país. 

Existen pocos datos bibliográficos que comparen agresividad entre especies de FGSC. 

Tóth et al. (2008) y Malihipour et al. (2012) mostraron que aislamientos de F. 

graminearum presentaron mayor agresividad en términos de severidad de FHB que 

aislamientos de otras especies como F. boothii, de diferentes orígenes geográficos. 

Asimismo concluyeron que los aislamientos con mayores niveles de agresividad 

pertenecían a las especie F. graminearum quimiotipo 15ADON, lo cual concuerda con 

los resultados encontrados para las cepas aisladas en nuestro país.  
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4.1.4 Análisis de estructura poblacional por número variable de repetidos en 
tándem  (VNTR)  

 

Con el fin de estudiar la variabilidad genética entre las poblaciones de FGSC 

encontradas, se realizó el análisis de 9 loci de Número Variable de Repetidos en 

Tandem (“Variable Number Tandem repeat”, VNTR). Se estimó la variabilidad 

genética entre las poblaciones de 2002 y 2009 se calcularon los valores de diversidad 

génica (Nei, 1987) y distancia genética basada índice de fijación FST (Cockerham & 

Weir, 1984; Michalakis & Excoffier, 1996). Asimismo se calculó la estimación de los 

valores de FST pareados basada en el número de alelos diferentes y se determinó la 

significancia estadística (Michalakis & Excoffier, 1996) de las estimaciones de FST 

pareados. El análisis mostró gran variabilidad genética en las poblaciones de FGSC 

analizadas, sin embargo, si bien el valor del índice Fst fue estadísticamente significativo 

(Fst= 0,03, P< 0,001), mostró poca divergencia entre las poblaciones de las dos áreas 

comparadas.  

Además se compararon las poblaciones uruguayas con poblaciones aisladas en la 

provincia de Buenos Aires en el año 2003 de la colección del laboratorio de la Dra. 

Sofía Chulze. Se encontró que el índice Fst fue mayor al calculado en la comparación de 

las poblaciones nacionales de distintos años (Fst ≈ 0,1),  indicando mayor diferenciación 

genética entre las poblaciones uruguayas y argentinas que entre distintas zafras. Esto era 

esperable dada la separación geográfica. Sin embargo el coeficiente Fst presenta un 

valor bajo, indicando que son poblaciones relativamente emparentadas.  

Este estudio debe complementarse con el análisis de VNTR de las cepas aisladas de la 

región este del país. Dichos datos podrían contrastarse con los valores de VNTR de los 

aislamientos nacionales del oeste del país y eventualmente con valores para 

aislamientos de Brasil, los que, dada la cercanía geográfica, podrían presentar menos 

divergencia genética. 

4.2 Desarrollo de técnicas moleculares sencillas para identificación: RFLP 

 

Con el fin de contar con un método de identificación rápido y sencillo de las especies de 

FGSC predominantes en nuestro país, se desarrolló un método de PCR-RFLP, que 

permitió diferenciar a las especies F. graminearum y F. cortaderiae del resto de las 

especies del complejo. 
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La técnica de identificación molecular desarrollada, consiste en dos pasos. En primer 

lugar se determina si el aislamiento pertenece al complejo F. graminearum utilizando 

los primers específicos. Dichos primers fueron desarrollados por Nicholson et al. (1998) 

previo al reconocimiento de la variedad de especies que comprendía F. graminearum en 

ese momento. Por ello, fue necesario demostrar en primera instancia, que para todas las 

especies pertenecientes al complejo FGSC, se lograba una amplificación con el uso de 

dichos primers. De acuerdo a la bibliografía consultada este análisis no había sido 

realizado hasta el momento. Sin embargo, se planteaba como necesario, ya que otros 

primers que habían sido desarrollados para la especie Fusarium graminearum no 

resultaron efectivos al ser ensayados con todas las especies del complejo (Brandfass & 

Karlovsky, 2008; Waalwijk et al., 2003). Los resultados de la amplificación con primers 

específicos Fg11 se muestran en la Figura 17. Se realizó el análisis de 15 especies 

pertenecientes al FGSC. Todas las especies estudiadas mostraron un producto de 

amplificación de tamaño variable, que ronda los 500 pb. Sin embargo la especie F 

roseum, no perteneciente al FGSC, no presentó producto de amplificación con estos 

primers. El tamaño variable del producto de amplificación obtenido para las distintas 

especies del complejo, podría ser tomado a su vez como un indicador primario de la 

especie a la que pertenecería el aislamiento a identificar. 

Figura 17. Amplificación específica para especies de FGSC utilizando primers 

Fg11. Panel izquierdo: PM: marcador de peso molecular; 1: F. austroamericanum; 2: 

F. boothii; 3: F. cortaderiae; 4: F. brasilicum; 5: F. graminearum; 6: F. meridionale; 

7:F. asiaticum. Panel derecho: 1: F. ussurianum; 2: F. acaciae-maensii; 3: F. 

luisianense; 4: F. nepalense; 5: F. mesoamericanum; 6: F. gerlachii; 7: F. 

aethiopicum; 8: F. roseum (no FGSC);9: F. verosii; 10: Fusarium sp. (FGSC). Note 

que la única especie que no presenta producto de amplificación fue el control negativo 

de la especie F. roseum. 
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Una vez que se ha corroborado que un aislamiento pertenece al FGSC, es necesario 

determinar a qué especie pertenece. El método se desarrolló in silico por análisis de 

secuencias obtenidas de las bases de datos Fusarium ID, de parte del gen TEF- 1 alfa 

utilizando el software Webcutter 2.0 de uso libre. El análisis permitió determinar que la 

enzima BsaHI, permite diferenciar las cepas pertenecientes a la especie Fusarium 

graminearum del resto. Dicha enzima es capaz de cortar la secuencia del gen TEF-1 alfa 

amplificada por PCR, (≈634pb) en la posición 356, sólo para el caso de F. 

graminearum, obteniéndose un patrón de fragmentos de 356 y 287 pb. Para corroborar 

los resultados obtenidos, se amplificó la región del gen TEF-1alfa de varias especies 

(cepas de colección y asilamientos nativos) y se cortó con la enzima seleccionada  

(BsaHI), obteniéndose un perfil único para F. graminearum, permitiendo su 

diferenciación de las demás especies (Figuras 18 y 19), no encontrándose sitios de 

restricción para dicha enzima en las demás especies estudiadas. 

Fue posible diferenciar también  los aislamientos pertenecientes a la especie Fusarium 

cortaderiae.  Se determinó que el corte de la misma región del fragmento TEF1-alfa con 

la enzima Tru1I produce fragmentos diferenciales solamente en dicha especie (Figuras 

18 y 19). Dicha enzima corta la secuencia del TEF1-alfa de F. cortaderiae en las 

posiciones 89 y 115, obteniéndose un patrón de fragmentos de 528, 89 y 26 pb. Si bien 

la secuencia amplificada por PCR y sujeta a restricción presenta sitios de corte para esta 

enzima en las especies F. louisianense y F. aethiopicum, el patrón de bandas obtenido 

es diferente al de F. cortaderiae. Asimismo son especies que no se han encontrado en 

nuestro país ni en la región hasta la fecha. 
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Figura 18. Patrones de bandas obtenidos en un gel de agarosa 1,5 %, luego de la 

digestión con las enzimas BsaHI (superior, identificación de F. graminearum) y 

Tru1I (inferior, identificación de F. cortaderiae) para especies de colección 

pertenecientes a FGSC. Panel izquierdo: PM: Marcador de peso molecular; 1:F. 

graminearum producto de PCR TEF1-alfa sin cortar. 2: F. austroamericanum; 3: F. 

boothii; 4: F. cortaderiae; 5: F. brasilicum; 6: F. graminearum; 7: F. meridionale; 8: 

F. asiaticum, 9 F. graminearum (cepa nativa). Panel derecho: 1: F. ussurianum; 2: F. 

acaciae-maensii; 3: F. luisianense; 4: F. nepalense; 5: F. mesoamericanum; 6: F. 

gerlachii; 7: F. aethiopicum; 8: F. roseum (no FGSC);9: F. verosii;10: Fusarium sp. 

(FGSC).  

 

Para el caso de las restantes especies del FGSC encontradas, F. asiaticum, F. brasilicum 

y F. austroamericanum no existen enzimas con corte diferencial para el factor de 

elongación TEF 1-alfa. A pesar de ello, este resultado es importante, ya que al analizar 

los aislamientos encontrados de esta forma, solamente es necesario secuenciar aquellos 

cuyo perfil de restricción para la enzimas mencionadas no correspondan a F. 

graminearum o F. cortaderiae, minimizando así el costo y tiempo de análisis. 

 
Figura 19. Patrones de bandas obtenidos en un gel de agarosa 1,5 %, luego de la 

digestión con las enzimas Tru1I (panel izquierdo, identificación de F. cortaderiae) y 

BsaHI (derecho, identificación de F. graminearum) para aislamientos de especies 

pertenecientes a FGSC aisladas de trigo en Uruguay. 1, 2 y 8: F. cortaderiae; 4, 6 y 

9: F. graminearum; 3, 5 y 7: F. asiaticum. PM: marcador peso molecular. Las bandas 

de menor tamaño producto de restricción con la enzima Tru1I no logran visualizarse en 

el gel. 
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Para complementar la información acerca de los aislamientos causantes de FHB en 

trigo, se puso a punto una técnica de PCR multiplex para la diferenciación de 

quimiotipo de tricotecenos. Este ensayo descrito por Ward et al. (2002) y Starkey et al. 

(2007) se basa en la amplificación diferencial de fragmentos de distinta longitud 

dependiendo del quimiotipo que posea el aislamiento. En la Figura 20 se muestra el 

patrón de bandas obtenido en el caso de (1) quimiotipo 3ADON (fragmento de 243pb), 

(2) quimiotipo 15ADON (fragmento de 610pb) y (3) quimiotipo NIV (fragmento de 

840pb). Dicho ensayo, conjuntamente con el ensayo análogo para el gen TRI12 se 

realizó para todos los aislamientos obtenidos (no se muestra). 

 
Figura 20. Patrón obtenido con cepas de referencia en el ensayo de PCR multiplex 

del en TRI3 para la determinación de quimiotipos de tricotecenos. Se muestra el 

patrón de bandas obtenido para los quimiotipos NIV (840 pb) (Carril 3), 15ADON 

(610pb) (Carril 2) y 3ADON (243pb) (Carril 1). PM: Marcador de peso molecular. 

 

Los  resultados de dichos ensayos fueron validados con los resultados de MLGT 

mostrados en el apartado 4.1.2. 

Dado que en nuestro país la caracterización de los aislamientos de F. graminearum 

causantes de FHB, se realiza normalmente por métodos morfológicos, los cuales pueden 

ser engorrosos, y que además no se cuenta con acceso a metodologías de tipificación 

como es el MLGT, el método de PCR-RFLP desarrollado es una valiosa herramienta. 

Esta técnica permite de forma rápida y sencilla la caracterización de especies del 

complejo FGSC presentes en muestras de trigo nacional, reduciendo costos, ya que 

minimiza el número de aislamientos que deben ser secuenciados (solo aquellos que no 

correspondan a F. graminearum o F. cortaderiae). Además, conjuntamente con la 
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aplicación del ensayo PCR multiplex para quimiotipos, es posible determinar el 

potencial toxigénico de los aislamientos, previendo así posible contaminación de los 

granos con micotoxinas. 

4.3 Análisis de micotoxinas presentes en muestras de trigo 

 

Con el fin de cuantificar las micotoxinas producidas por hongos pertenecientes al 

complejo FGSC (tricotecenos B: deoxinivalenol, nivalenol, 15-acetildeoxynivalenol y 

3-acetildeoxynivalenol y de zearalenona), presentes en muestras de trigo, se puso a 

punto un método de análisis químico. Dicho ensayo consistió en la separación de las 

toxinas de la muestra por Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), seguida de 

la detección de las mismas por espectrometría de masas tándem (MS/MS).  

 

4.3.1 Desarrollo del método analítico MS/MS 

4.3.1.1  Detección por espectrometría de masa tándem 

 

La formación de iones aductos es una herramienta útil a la hora de identificar 

micotoxinas en una muestra compleja. Dependiendo de la micotoxina analizada, se 

formarán diferentes iones aductos con iones presentes en la fase móvil. En la Tabla 2 se 

resumen los principales iones aductos formados con las micotoxinas analizadas. 

Para los tricotecenos B, la detección puede llevarse a cabo tanto en modo positivo como 

negativo. De forma de aumentar la sensibilidad del ensayo, se adiciona a la fase móvil 

acetato de amonio en baja proporción (5mM), lo que da lugar a la formación de aductos 

de micotoxinas con el ion acetato que se detectan en modo negativo. Para zearalenona, 

la adición de ácido acético mejora la detección en modo negativo (Berthiller et al., 

2005; Sulyok et al., 2007).  
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Tabla 2. Principales iones formados durante la ionización para las micotoxinas 

(tricotecenos B y zearalenona) importantes en muestras de trigo  
Micotoxina Fórmula PM [M+H]+ [M+Na]+ [M+K]+ [M+ACN]+ [M-H]- [M+Acetato]- 

NIV C15H20O7 312 313 335 351 353 311 371 

DON C15H20O6 296 297 319 335 337 295 355 

3-ADON C17H22O7 338 339 361 377 379 337 397 

15-ADON C17H22O7 338 339 361 377 337 337 397 

ZON C18H22O5 318 319 341 357 359 317 377 

 
 

4.3.1.2 Estudio de los patrones de fragmentación de los iones de micotoxinas 

 

Como paso previo de análisis, se estudió la energía óptima de fragmentación necesaria 

para identificar las diferentes micotoxinas (principalmente los isómeros 3ADON y 

15ADON) en base a su patrón de MS/MS. Se realizaron ensayos de inyección directa de 

estándares de las micotoxinas NIV, DON, 3ADON, 15ADON y ZON en una trampa de 

iones (Bruker Esquire 6000). La Figura 21 muestra las gráficas de intensidad relativa 

(I%) en función de la energía utilizada para las fragmentaciones. 

Para NIV, el patrón de MS/MS obtenido empleando una energía de fragmentación de 

amplitud 0.55 (unidades arbitrarias) a partir del ion precursor [M+Acetato]- m/z 355,  

permite observar los iones m/z 311 y m/z 281, con intensidades relativas entre 30 y 

80%. Para el 3ADON y 15ADON, los patrones de MS/MS obtenidos empleando una 

energía de fragmentación de amplitud 1.4 (unidades arbitrarias), permitirían diferenciar 

a los dos isómeros. Para el caso del 3ADON, el  ion precursor aducto [M+Acetato]+  m/z 

397, es más lábil en la fragmentación a altas energías que en el caso del aducto con 

15ADON, por lo que, el pico correspondiente a este ion es de menor intensidad. El ion 

m/z 277 también se observa en mayor proporción en el caso del 15ADON que para el 

3ADON, mientras que los fragmentos m/z 217 y m/z 307 se observan con intensidad 

similar para ambas toxinas. El ion m/z 219 se observa solo para 15ADON y en baja 

proporción, no detectándose para 3ADON a la energía de fragmentación elegida. 

La micotoxina ZON presenta un patrón de MS/MS empleando una energía de 

fragmentación de amplitud 1.2, que muestra al ion precursor [M-H]- 317, y los 

productos de fragmentación 216.8, 273, 299 y 148.9. 
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En cada caso la energía elegida para la fragmentación óptima fue aquella que determinó 

un patrón de fragmentación diferencial: 0,55 para DON y NIV; 1,4 para 3ADON y 15 

ADON y 1,2 para ZON. 

. 

 

 

 
 

Figura 21. Intensidad relativa (I%) en función de la energía para los distintos iones 

estudiados (NIV, DON, 15ADON, 3ADON y ZON).  Se optimizaron las energías de 

fragmentación para lograr diferenciar las toxinas en base a su patrón de MS/MS, 

principalmente los isómeros 3ADON y 15ADON. En cada caso la energía elegida para 

la fragmentación óptima fue aquella que determinó un patrón de fragmentación 

diferencial (0,55 para DON, 1,4 para 3ADON y 15 ADON y 1,2 para ZON).  
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4.3.1.3 Separación cromatográfica de micotoxinas por HPLC 

 

Para evaluar la separación cromatográfica y detección de las micotoxinas, se ensayaron 

mezclas de estándares (500 ppb de cada una), empleándose una columna de 30 mm de 

largo y 3,5 µm de tamaño de partícula. El resultado de la misma se muestra en la Figura 

22. El primer pico observado fue el correspondiente a la molécula más polar de la 

mezcla, el NIV, con un tiempo de elución de 1 minuto, seguido por el DON a los 1,5 

min, 3ADON a los 14 min y 15ADON a los 15 min. La identidad de los picos se 

corroboró por MS/MS, detectándose los iones parentales (Figura 22), patrón de 

fragmentación adecuado y por coincidencia de los tiempos de elución con corridas de 

estándares individuales. 

Cabe destacar que en bibliografía no se encuentra reportada la separación 

cromatográfica de los isómeros acetilados 3ADON y 15ADON, dado que son isómeros 

de posición. Sin embargo, con este protocolo se alcanzó una pequeña separación entre 

ambos picos. 

Con estas condiciones experimentales se logró separar de forma adecuada los 

tricotecenos, aunque los tiempos de elución del NIV y DON fueron bajos (cercano al de 

contaminantes) y cercanos entre sí.  

 

 
 

Figura 22. Separación por HPLC y análisis por MS/MS de las distintas especies en 

una mezcla de estándares de micotoxinas a una concentración de 1ppm. Figura 

izquierda: Intensidad de la señal vs. tiempo de retención en la columna. a: señal MS/MS 

del mix de micotoxinas. b: DON; c: NIV; d: 3ADON y 15ADON. Figura derecha: 

patrón de fragmentación del cada ion. Con      se indica el ion parental. 
 
 
 
 



Tesis de Maestría en Química  Lic. Mariana Umpiérrez Failache 

68 
 

4.3.1.4 Extracción de micotoxinas de  la matriz trigo 

 

Se fortificaron las muestras de trigo no contaminado con micotoxinas y se realizaron 

extractos de los mismos siguiendo el procedimiento descrito muestras de trigo 

contaminado. Los resultados para una muestra fortificada con 2ppm de DON y trigo 

blanco sin contaminar se muestran en la Figura 23. 
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Figura 23. Separación por HPLC y análisis por MS/MS de extractos de trigo 

contaminado y trigo sin contaminación por Fusarium (blanco). 

1a y 1b: Full Scan y búsqueda del ion 297 (modo MRM) en el extracto de trigo no 

contaminado con micotoxinas; no se detecta el ion m/z 297 de DON y sus fragmentos 

característicos. 2a y 2b. Full Scan y búsqueda del ion 297 (modo MRM) en muestra de 

trigo fortificado con DON (2ppm). 2c: Perfil de fragmentación del ion precursor m/z 

297. 
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Este desarrollo y puesta a punto preliminar del método analítico por HPLC-MS/MS 

permite separar y detectar las principales micotoxinas potencialmente presentes en 

granos de trigo contaminados.   

 

4.3.2 Desarrollo del método analítico con detección MS  de alta resolución 

 

Como método de detección alternativo, se utilizó un equipo QTof de alta resolución 

(Bruker Daltonics, Alemania). En principio, esta metodología permitiría detectar tanto 

las micotoxinas como micotoxinas conjugadas a otras moléculas, dado que no se buscan 

iones específicos en modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) sino que se detectan 

los iones en modo barrido (“full scan”). 

Para la separación cromatográfica se utilizó una columna de 30 mm de largo y 3µM de 

tamaño de partícula. Se corrió primeramente una muestra de estándares de tricotecenos, 

de forma de determinar los tiempos de elución de las micotoxinas estudiadas. Se 

estableció que para las condiciones del ensayo, los tiempos de elución para una mezcla 

de 10 ppm de toxinas fueron los siguientes: 4.4 minutos para NIV, 4,9 minutos para 

DON y 7,2 min para 3ADON y 15ADON. En las condiciones del ensayo se detectaron 

los iones aductos con acetato 371 para NIV, 337 para DON y 397 para los derivados 

acetilados, además de los iones negativos 295 para DON y 337 para los derivados 

acetilados  (Figura 24). La presencia de dichos iones en picos que concuerden con los 

estándares tanto en el tiempo de elución como en la masa exacta, indicará la presencia 

de la micotoxina en la muestra. 
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Figura 24. Separación por HPLC y análisis por MS de un mix de trioctecenos de 

concentración 10ppm. Los picos 1, 2 y 4 representan al NIV, DON y 3ADON-

15ADON respectivamente. Se detectaron los iones aductos con acetato en modo 

negativo. 
 
 
 

4.3.3. Determinación de la presencia de micotoxinas en muestras de trigo 
contaminadas 

 

Con el fin de determinar la presencia de micotoxinas en trigo contaminado se 

seleccionaron muestras de granos de las cuales se obtuvieron previamente diferentes 

aislamientos pertenecientes al FGSC.  

Se utilizó el método de separación y detección de micotoxinas desarrollado previamente 

(HPLC-MS de alta resolución), analizándose la presencia de los tricotecenos del grupo 

B: nivalenol (NIV), deoxinivalenol (DON), 3-acetildeoxinivlenol (3-ADON), 15 acetil-

deoxinivalenol (15-ADON) y zeralenona (ZON). Se analizaron dos muestras del 

departamento de Cerro Largo, de las cuales se aislaron hongos posibles productores de 

NIV, DON y 15-ADON y del departamento de Rio Negro, donde sólo se aislaron 

posibles productores de DON y 15-ADON. En la Tabla 3 se detallan las muestras 

estudiadas. 
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Tabla 3.  Muestras seleccionadas de trigo nacional analizadas por la presencia de 

micotoxinas . 

Nombre Zafra Lugar de 

cosecha 

Aislamientos asociados (especies y 

quimiotipos) 

CL1 2011 Cerro Largo F. graminearum 15ADON, F. asiaticum NIV  y 

F. cortaderiae NIV 

CL2 2011 Cerro Largo F. graminearum 15ADON, F. asiaticum NIV  y 

F. cortaderiae NIV 

Young1 2009 Young-Rio Negro F. graminearum 15ADON 

 

 

Los resultados para las muestras de trigo CL1, CL2 y Young 1 se muestran en las 

Figuras 25, 26 y 27. 

Cabe destacar que en la fase móvil  y en muestras de trigo no contaminado (blanco), no 

se encontraron los iones correspondientes a las micotoxinas analizadas.  

Los resultados muestran la presencia del ion m/z 295 que indica la contaminación de la 

muestra con la toxina DON. No se encontraron los demás tricotecenos buscados, en 

particular no se detectó la presencia de nivalenol, y tampoco se constataron trazas de  

zearalenona. 

 

 
Figura 25. Separación por HPLC y análisis por MS de extractos de trigo 

contaminado muestra CL1. Solo el pico 5 (tiempo de elución 5 minutos), presentó 

trazas del ion 295 correspondiente a [DON-H]-. 
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Figura 26. Separación por HPLC y análisis por MS de extractos de trigo 

contaminado muestra CL2. Solo el pico 2 (tiempo de elución 5 minutos), presentó el 

ion 295 correspondiente a [DON-H]-. 

 

 
Figura 27. Separación por HPLC y análisis por MS de extractos de trigo 

contaminado muestra Young1. Solo el pico 3 (tiempo de elución 5 minutos), presentó 

trazas del ion 295 correspondiente a [DON-H]-. 
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Dados los resultados del análisis de especies y quimiotipos realizado por métodos 

moleculares, era de esperar la contaminación de las muestras provenientes del 

departamento de Cerro Largo, con la toxina nivalenol. Sin embargo, no se encontró 

dicha toxina en las muestras analizadas. Estas muestras fueron analizadas a su vez en  

un laboratorio de referencia (Laboratorio de la Dra. Susan McCormick de la USDA, 

Peoria, IL, USA), obteniéndose los mismos resultados (detección de DON pero no de 

NIV).  

La presencia de nivalenol en muestras de granos de trigo contaminado de cosechas 

2006, 2007 y 2008, fue reportada en el sur de Brasil, en cantidades menores (aprox. 300 

ppb) al límite aceptado para la toxina DON (1ppm) (Del Ponte et al., 2012). 

Anteriormente, Pinto et al. (2008) también reportaron la presencia de la toxina nivalenol 

en muestras de trigo provenientes de distintas regiones de producción de trigo en 

Argentina, en los años 2001-2002, en cantidades bajas  (50 y 100 ppb). Estos datos 

sugieren la posible presencia de la toxina nivalenol en trigo uruguayo. 

Para corroborar los resultados se deberá analizar un mayor número de muestras, además 

de ajustar los límites de detección de la técnica y los protocolos de extracción para 

afirmar la ausencia o presencia de nivalenol en muestras de trigo nacional. Como 

alternativa a la estrategia de extracción utilizada en este trabajo, se debería ensayar el 

método descrito por Sulyok et al. (2007) para el análisis de múltiples micotoxinas en un 

mismo experimento. Dicho método consiste en una extracción líquido-líquido y omite 

el paso de clean-up con columna comercial. De esta forma se podría aumentar la 

proporción de contaminantes encontrada en las muestras crudas, evitando pérdidas 

sobre todo en el proceso de clean-up. 
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4.4 Puesta a punto de métodos de PCR en tiempo real para la cuantificación 
de hongos productores de micotoxinas en muestras de trigo 

 

4.4.1 Puesta a punto de un método de PCR en tiempo real para de determinación 
de hongos productores de tricotecenos totales en muestra de trigo 

 

Para la determinación de la incidencia de hongos del género Fusarium productores de 

tricotecenos en granos de trigo, se realizó un análisis por PCR en tiempo real basado en 

la amplificación de una zona del gen que codifica la enzima tricodieno sintasa (TRI5), 

común a todos los productores de esta toxinas (Maier et al., 2006). Utilizando como 

base los primers y el método diseñado por (Burlakoti et al., 2007), se observó en las 

curvas de melting obtenidas, la presencia de dos picos, uno a 78ºC y otro a 85ºC (Tm 

esperada para el producto específico), lo cual indicaba que la fluorescencia total 

obtenida en cada caso no se debía solamente al producto de amplificación deseado 

(Figura 28). Asimismo se corroboró la formación de dímeros de primers en la reacción, 

corriendo las muestras luego de culminada la reacción de PCR en tiempo real en una 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, constatándose una banda de tamaño esperado 

para el producto específico (193 pb), además de una banda de bajo peso molecular 

(menor a 50 pb), correspondiente a dímeros de primers. Se decidió entonces, incluir en 

el ciclo un paso extra de desnaturalización (de los productos inespecíficos) y 

adquisición de la fluorescencia, para evitar la interferencia de dímeros de primers en el 

resultado. Con la inclusión de dicho paso, sólo se observó un producto de reacción con 

un único pico correspondiente a una temperatura de desnaturalización o melting (tm) de 

aproximadamente 85ºC, tal como se observa en la Figura 28. Dicho producto fue 

además corroborado por PCR convencional en gel de agarosa 1% (no se muestra). 
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Figura 28. Curvas de desnaturalización o melting (dF/dT vs. Temperatura (ºC)) 

para distintas diluciones de ADN de F. graminearum en el ensayo de real time PCR 

del gen TRI5. Izquierda: curvas de melting en los ensayos previos a la adición de un 

paso extra en el ciclo de desnaturalización y adquisición de la fluorescencia a 80ºC, 

donde se observan dos picos. Derecha: curvas de melting en el ensayo optimizado. 
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El método desarrollado por Burlakoti et al. (2007), en el cual se basó este trabajo, 

incluía el uso de sondas TaqMan, lo cual aumenta la especificidad del ensayo. La 

modificación del método introducida en esta tesis permitió mantener la especificidad, 

realizando la amplificación en presencia de SYBRGreen sin la utilización de sondas, lo 

cual disminuye los costos de análisis. 

Se realizaron las curvas estándar correspondientes al método. La Figura 29 muestra la 

curva estándar obtenida en este estudio. Las barras de error de la curva representan los 

intervalos de confianza en cada punto (α = 0,05), los cuales variaron entre un 0.8 y un 4 

% del valor de Ct.  

 
Figura 29. Curva de calibración (Ct vs. log [ADN]) para un estándar de ADN de 

Fusarium portador del gen TRI5. Utilizándose la pendiente de la recta se calculó la 

eficiencia de la reacción. Las reacciones se realizaron por duplicado. Las barras 

muestran el intervalo de confianza (α = 0,05) para cada punto. 
 
 
 

Con este diseño se obtuvo linealidad (R2= 0.9975) entre 2 ng y 2 pg de ADN, por lo 

cual el límite de detección se definió como 2 pg de ADN y el rango dinámico entre 2 ng 

y 2 pg de ADN. Fuera de este rango no se mantuvo la linealidad entre los valores de Ct 

y la concentración de ADN. El límite de detección para el ensayo fue similar al 

reportado por Burlakoti et al. (2007), el cual fue de 5 pg de ADN (rango dinámico de 50 

ng a 5 pg). La eficiencia calculada a partir de la pendiente de la curva estándar fue del 

103%. Este valor es aceptable, dado que para ensayos de PCR en tiempo real se esperan 

eficiencias de entre 90–110%  ( 3.6 > pendiente> 3.1) (Rebrikov & Trofimov, 2006).  

En un ensayo independiente del anterior, se determinó el efecto de la matriz de trigo en 

la cuantificación del ADN fúngico en la muestra. Los resultados del ensayo de efecto 

matriz para tres diluciones (1/5, 1/10 y 1/20), se muestran en la Tabla 4 Se pudo 

observar que diluciones menores a 1/20 (1/5 y 1/10) presentan diferencias de Ct de más 
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de 1 ciclo, respecto al valor obtenido para ADN en agua, observándose mayores Ct 

cuanto menos diluida se encuentra la matriz. Esto indica que las medidas de Ct 

obtenidas en matrices sin diluir o diluidas en proporciones menores a 1/20 subestiman la 

concentración de ADN en la muestra, debido a la presencia de inhibidores de la 

reacción de amplificación en la misma. El valor de Ct obtenido para la muestra de ADN 

fúngico solubilizada en la dilución 1/20 de la matriz presentó intervalos de confianza 

solapantes con el valor determinado para la misma muestra preparada en agua, siendo la 

diferencia entre los promedios menor de 0.5.  De acuerdo a estos resultados y según 

Cankar et al., (2006) y CRL-GMFF (2004), se estableció que la dilución óptima de las 

extracciones de ADN de trigo debía ser mayor o igual a 1/20 para evitar interferencias 

en la medida.   

 

Tabla 4. Resultados del ensayo de efecto matriz para la 

amplificación del gen TRI5, para dos matrices de trigo. Se 

muestran los promedios de los valores de Ct obtenidos y su 

correspondiente intervalo de confianza (α = 0,05). 

Muestra Ct 

ADN micelio 10 ng en agua 14,4 ± 0,1 

ADN micelio  10 ng en matriz  dilución 1/20 14,8 ± 0,4 

ADN micelio  10 ng en matriz   dilución 1/10 15,1 ± 0,5 

ADN micelio  10 ng en matriz    dilución 1/5 15,5 ± 0,4 

    Blanco 30,2 ± 0,7 

 
 
 

4.4.2 Puesta a punto de un método de PCR en tiempo real para de determinación 
de hongos productores de nivalenol  

 

Para la determinación de la incidencia de Fusarium productores de nivalenol en granos 

de trigo, se utilizó el método de PCR en tiempo real, el cual utiliza una región del gen 

TRI12 que codifica para la bomba de eflujo de tricotecenos. En el momento en que se 

realizó este trabajo no fue posible encontrar en bibliografía un protocolo de PCR en 

tiempo real que permitiera cuantificar específicamente Fusarium productores de 

nivalenol, por lo cual se decidió diseñar un método para realizar dicha determinación. 

Utilizando el programa AlleleID® (Primer Biosoft), se obtuvieron los primers 

específicos Fw NIVT12 (5´-TACATCTATATCATCATTAGTG-3´) y Rv NIVT12 (5´-

GAAGATACCTATCCAGTC-3´), que amplifican un fragmento de 104pb del 
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mencionado gen, a partir de hongos del FGSC quimiotipo NIV. La temperatura óptima 

de anillado para dichos primers en presencia de ADN de Fusarium quimiotipo NIV, 

determinada en un ensayo de PCR convencional en un termociclador con gradiente de 

temperatura fue de 54°C. La capacidad de amplificación específica de los primers fue 

corroborada, ya que no se obtuvo producto de amplificación en presencia de ADN 

proveniente de cepas de diferente quimiotipo. En la Figura 30 se muestran las curvas 

obtenidas, utilizando el método desarrollado para el análisis por PCR en tiempo real a 

partir de ADN de micelio de hongos pertenecientes a FGSC de los quimiotipos NIV 

(azul), 3ADON (amarillo) y 15ADON (rojo), con los primers específicos diseñados. En 

la tabla de la Figura 30 se resumen los valores de Ct para las diferentes muestras. El 

valor de Ct para el micelio del hongo del quimiotipo NIV fue de 21,8, sensiblemente 

menor al obtenido para la misma cantidad de ADN de los quimiotipos 3ADON 

(Ct=32,37), 15ADON (Ct=31,73) y blanco (Ct mayor a 40, línea rosada). 

La especificidad de la amplificación fue corroborada mediante curvas de 

desnaturalización o melting  (Figura 31). Se obtuvo un único pico correspondiente a la 

Tm del producto específico (aprox. 82ºC). 

  

      

           

Figura 30. Ensayo preliminar donde se muestra la amplificación diferencial del ADN 

de micelio del quimiotipo NIV respecto a otros quimiotipos. Derecha: Gráfico de 

intensidad de señal vs. ciclo para los quimiotipos NIV(azul), 15 ADON (rojo) y 

3ADON (amarillo). Izquierda: Tabla de valores de ciclo umbral (Ct) para los 

quimiotipos ensayados. Nótese que el blanco sin ADN (línea rosada) tiene un Ct mayor 

a 40. 

 

Luego de corroborar la amplificación diferencial, se determinó la eficiencia de la 

reacción, el límite de detección y rango dinámico. Con este diseño se obtuvo linealidad 

(R2= 0.9992) entre 2 ng y 2 pg de ADN por lo cual el límite de detección se definió 

como 2 pg de ADN y el rango dinámico  entre 2 ng y 2 pg de ADN. Fuera de este rango 

no se mantuvo la linealidad entre los valores de Ct y la concentración de ADN. Las 

Muestra Ct 

ADN quimiotipo NIV 21,8 
ADN quimiotipo 3ADON 31,7 

ADN quimiotipo 
15ADON 

32,4 
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barras de error de la curva representan los intervalos de confianza de cada punto (α = 

0,05). En ningún caso éste superó el 1,4 % del valor. Con dicho diseño se obtuvo una 

eficiencia del 98% (Figura 32), la cual es considerada aceptable según Rebrikov & 

Trofimov (2006). 
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Figura 31. Curvas de desnaturalización o melting (dF/dT vs. Temperatura ºC) para 

distintas diluciones de ADN de F. graminearum de la cepa F-117 en el ensayo de real 

time PCR del gen TRI12. 

 

 

 

 
Figura 32. Curva de calibración para un estándar de ADN (Ct vs. Log [ADN]) de 

Fusarium del quimiotipo NIV. Utilizándose la pendiente de la recta se calculó la 

eficiencia de la reacción. Las reacciones se realizaron por duplicado. Las barras 

muestran el intervalo de confianza (α = 0,05) para cada punto. 

 

Asimismo, se realizó un ensayo independiente para evaluar el efecto de la matriz de 

trigo en la reacción. Para ello se probaron diferentes diluciones de  extracciones de 

ADN de una muestra de trigo no contaminadas con Fusarium. Los resultados del 

ensayo de efecto matriz para dos diluciones (1/40 y 1/50), se muestran en la Tabla 5.   
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Tabla 5. Resultados del ensayo de efecto matriz para la 

amplificación del gen TRI12, para dos matrices de trigo. Se 

muestran los promedios de los valores de Ct obtenidos y su 

correspondiente intervalo de confianza (α=0,05). 

Muestra Ct 

ADN micelio 10 ng 18,3 ± 0,4 

ADN micelio  10 ng en matriz  dilución 1/40 19,1 ± 0,3 

ADN micelio  10 ng en matriz  dilución 1/50 18,7 ± 0,2 

    Blanco 27,8 ± 0,5 

 

Cuando el ADN fúngico se encontró solubilizado en diluciones de la matriz menores a 

1/40 (1/10, 1/20 y 1/30) los valores de Ct obtenidos difirieron hasta 1,5 con respecto al 

valor de Ct obtenido para ADN fúngico en agua (no se muestra). Incluso cuando se 

utilizó la dilución 1/40 de la matriz, la diferencia de Ct resultó de 0.8, siendo esta 

diferencia de 0.4 en el caso de la dilución 1/50. Dado que según (Cankar et al., 2006; 

Community Reference Laboratory for GM Food and Feed CRL-GMFF, 2004) se 

consideraron no significativas diferencias entre los valores de Ct del ADN en agua y el 

ADN en matriz de hasta 0,5, se determinó en este caso, que para evitar el efecto matriz 

de las muestras de trigo, era necesario diluir la misma un factor mayor o igual a 1/50. 

Asimismo, el valor de Ct obtenido para la muestra de ADN fúngico solubilizada en la 

dilución 1/50 de la matriz presentó intervalos de confianza solapantes con el valor 

determinado para la misma solubilizada en agua. Las medidas de Ct obtenidas en 

matrices sin diluir o diluidas en proporciones menores a 1/50 subestimaban la 

concentración de ADN en la muestra, debido a la presencia de inhibidores de la 

reacción de amplificación en la misma. Por tanto, para evitar interferencias al utilizar 

este método, se determinó que las muestras de trigo a ser analizadas deberían ser 

diluidas al menos 50 veces.  

Este método fue desarrollado en 2011-2012. En junio de 2012 se publicó el trabajo de  

Nielsen et al. (2012) presentando el desarrollo de un método con el mismo fin. Dicho 

trabajo se basó también en la amplificación de una región del gen TRI12, utilizando 

diferentes primers, con los cuales se lograba la amplificación de un fragmento de 60 

pares de bases del gen. La eficiencia del ensayo reportada por estos autores fue de 91% 

y el límite de detección para ADN de hongo de quimiotipo NIV fue de 1 pg, con un 

rango dinámico de 1pg a 3 ng, similar a lo encontrado en esta tesis. A su vez, fue 

necesario diluir el ADN extraído del trigo en un factor de 10 para evitar el efecto matriz. 
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En el caso del método desarrollado en esta tesis fue necesaria una dilución mayor (1/50) 

para lograr el mismo efecto. Sin embargo, debe considerarse que en el trabajo de 

Nielsen et al. (2012) las extracciones se realizaron utilizando la mitad de muestra, por lo 

cual la diferencia de sensibilidad entre métodos es de 2.5 veces. Dado que la técnica de 

extracción utilizada en esta tesis fue específicamente diseñada para maíz (CRL-GMFF, 

2008), sería fundamental ensayar la técnica de extracción planteada por Nielsen et al. 

(2012), con el fin de aumentar la sensibilidad del método. 

Dados los resultados obtenidos en cuanto a la caracterización de los quimiotipos de 

especies pertenecientes al FGSC en Uruguay (apartado 4.1.2), donde se encontró un 

porcentaje mayoritario de aislamientos del quimiotipo NIV, en nuevas zonas de 

producción de trigo en el este del país, se considera de vital importancia contar con un 

método rápido, sencillo y sensible de monitoreo de la contaminación por hongos con 

este potencial micotoxigénico. La confirmación de la prevalencia de este tipo de 

patógenos asociado a diferentes zonas de producción del país, permitiría predecir una 

posible contaminación con la toxina nivalenol en trigo y productos derivados. La 

determinación de niveles de esta toxina, en especial en muestras provenientes de dichas 

zonas, se convertiría en una necesidad para asegurar la inocuidad de los productos 

derivados. 

4.4.3 Puesta a punto de un método de PCR en tiempo real para la determinación 
de hongos productores de zearalenona 

 

La zearalenona es una toxina con actividad estrogénica en mamíferos, que causa 

problemas reproductivos en cerdos de granja, animales de experimentación y humanos 

(Gaffoor & Trail, 2006; Toppari et al., 1996). Es producida por varias especies de 

hongos, entre ellos los pertenecientes al FGSC y su presencia en trigo ha sido 

demostrada en numerosos trabajos (Marasas et al., 1984; Vaamonde et al., 1987; Yazar 

& Omurtag, 2008; Zinedine et al., 2007). En nuestro país, su presencia en trigo no está 

regulada ni se monitorea de forma rutinaria, sin embargo el Reglamento Bromatológico 

Nacional  establece un límite máximo admisible de 200 ppb en maíz o cebada en grano 

(Reglamento Bromatológico Nacional, 1994). 

Para el análisis de la presencia de hongos productores de zearalenona en trigo se 

optimizó un método de PCR en tiempo real utilizando primers específicos para una 

región del gen que codifica para la enzima Poliquétido Sintaza 4 (PKS4), esencial para 

la síntesis de dicha micotoxina (Meng et al., 2010). Para la optimización del ensayo se 



Estrategias para la identificación y caracterización de patógenos causantes de fusariosis en 
trigo 

81 
 

utilizó ADN de micelio purificado de la cepa F-117 de nuestra colección, la cual fue 

identificada como productora de zearalenona in vitro. En realidad la producción de 

zearalenona fue verificada en todas las cepas ensayadas, las cuales habían sido aisladas 

de muestras de trigo nacional. Estos resultados determinan el riesgo de la presencia de 

dicha toxina en muestras de trigo nacional, por lo cual sería importante realizar análisis 

para evaluar la posible contaminación.   

La especificidad de la amplificación del método seleccionado fue corroborada mediante 

curvas de desnaturalización o melting (Figura 33). En todos los casos se obtuvo un 

único pico correspondiente a la Tm del producto específico (aprox. 85ºC). Asimismo se 

corroboró la amplificación de un único fragmento de 280pb por electroforesis en gel de 

agarosa 1% (no se muestra), 

Luego se determinó la eficiencia de la reacción, el límite de detección y rango dinámico. 

Con este diseño se obtuvo linealidad (R2= 0.9916) entre 2 ng y 4 pg de ADN, por lo 

cual el límite de detección se definió como 4 pg de ADN y el rango dinámico entre 2 ng 

y 4 pg de ADN. Fuera de este rango no se mantuvo la linealidad entre los valores de Ct 

y la concentración de ADN. Las barras de error de la curva representan los intervalos de 

confianza de cada punto (α = 0,05). En ningún caso éste  superó el 3,4% del valor. Con 

dicho diseño se obtuvo una eficiencia del 105% (Figura 34), la cual es considerada 

aceptable según Rebrikov & Trofimov (2006). 
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Figura 33. Curvas de desnaturalización (dF/dT vs. Temperatura (ºC)) para distintas 

diluciones de ADN de F. graminearum en el ensayo de real time PCR del gen PKS4. 
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Figura 34. Curva de calibración para un estándar (Ct vs. Log [ADN]) de ADN de 

Fusarium productor de zearalenona. Utilizándose la pendiente de la recta se calculó 

la eficiencia de la reacción. Las reacciones se realizaron por duplicado. Las barras 

muestran el intervalo de confianza (α = 0,05) para cada punto. 

 

 

 

Asimismo, en un ensayo independiente se evaluó el efecto de la matriz de trigo en la 

reacción. Los resultados del ensayo de efecto matriz para dos diluciones (1/30 y 1/40), 

se muestran en la Tabla 6 Se determinó el efecto matriz de las muestras de trigo, 

debiéndose diluir la muestra en un factor mayor o igual a 1/40 para evitar interferencias 

en la medida. Se consideró como óptima la mínima dilución, la cual presentó un 

intervalo de confianza de Ct solapante con el valor de la misma cantidad de ADN 

diluido en agua. Se consideraron aceptables diferencias entre Ct de ADN en agua y 

ADN en matriz de hasta un 0,5 Ct (Cankar et al., 2006; Community Reference 

Laboratory for GM Food and Feed CRL-GMFF, 2004). Diluciones menores a 1/40 (se 

ensayaron diluciones 1/10,  1/20 y 1/30) presentan diferencias de hasta 1,5 Ct respecto 

al valor de ADN en agua. Esto indica que las medidas de Ct obtenidas en matrices sin 

diluir o diluidas en proporciones menores a 1/40 subestiman la concentración de ADN 

en la muestra, debido a la presencia de inhibidores de la reacción de amplificación en la 

misma. Por tanto, para evitar interferencias, las muestras de trigo a ser ensayadas 

debieron ser diluidas al menos 40 veces.  

 

 

 

 

 

 



Estrategias para la identificación y caracterización de patógenos causantes de fusariosis en 
trigo 

83 
 

Tabla 6. Resultados del ensayo de efecto matriz para la 

amplificación del gen PKS4, para dos matrices de trigo. 

Se muestran los promedios de los valores de Ct obtenidos y 

su correspondiente intervalo de confianza (α = 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los autores del artículo original, Meng et al. (2010), obtuvieron un límite de detección 

del ensayo de 10 copias del gen por reacción. Dado que este gen presenta una copia por 

núcleo y cada macroconidia presenta al menos dos núcleos, esto sería al menos 5 

conidias por reacción de PCR en tiempo real. Estimando una cantidad de ADN de 1 pg 

por cada 10 conidias (Schweigkofler et al., 2004), el límite de detección reportado sería 

de 0,5 pg de ADN por reacción. Este límite es menor al alcanzado por nuestro método 

(4 pg de ADN). Es importante destacar que en el método descrito por Meng et al. 

(2010) la cantidad de ADN utilizado en las reacciones de PCR en tiempo real fue el 

doble de la utilizada en este trabajo. El cambio en el volumen de muestra podría 

aumentar la sensibilidad del método utilizado en esta tesis. Sin embargo ese valor está 

limitado por la interferencia generada por la matriz. Meng et al (2010) no encontraron 

interferencias de la matriz en la amplificación. Se debe tener en cuenta que su método 

fue desarrollado para el estudio de hongos productores de zearalenona en maíz, no en 

trigo como en el caso de esta tesis.  

 

4.4.4 Análisis de muestras de trigo por PCR en tiempo real 

Con la metodología de análisis ajustada, se analizaron muestras de ADN extraído de 

granos de trigo contaminados con hongos del FGSC, provenientes de dos localidades 

del departamento de Cerro Largo y una de Conchillas en el departamento de Colonia. 

Las muestras provenientes del departamento de Cerro Largo corresponden al año 2011 y 

presentan un porcentaje de infección por FGSC del 57% para la muestra CL1 y 44% 

para la muestra CL2, con predominio de aislamientos del quimiotipo NIV sobre los del 

quimiotipo 15ADON (75% y 50% respectivamente). En la muestra del departamento de 

Muestra Ct 

ADN micelio 10 ng 19,8 ± 0,1 

ADN micelio  10 ng en matriz  1/10 22,1 ± 0,2 

ADN micelio  10 ng en matriz  1/20 20,4 ± 0,6 

ADN micelio  10 ng en matriz  1/40 19,8 ± 0,4 

    Blanco 27,1 ± 0,5 
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Colonia, en cambio, sólo un porcentaje menor de los aislamientos presentaron el 

quimiotipo NIV (6%). 

Previamente se determinó por triplicado, la cantidad de ADN por mg de micelio 

húmedo y por mg de micelio seco (biomasa fúngica). Se realizaron tres extracciones de 

ADN a partir de 60 mg de micelio húmedo obteniéndose en promedio 2,8 ± 0,4 µg de 

ADN por extracción. A su vez se determinó que en promedio 1,006 ± 0,001 g de 

micelio húmedo se corresponden con 0,25 ±0,01 g de micelio seco (biomasa fúngica). 

Teniendo en cuenta estos valores, se calculó, a partir de la concentración de ADN en 

cada muestra analizada, el porcentaje de biomasa fúngica en trigo.  

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos en cada caso, expresados como 

microgramos de ADN de hongo productor de tricotecenos por miligramo de trigo y 

como porcentaje de biomasa fúngica en trigo.  

 

Tabla 7. Análisis de muestras de trigo por PCR en tiempo real con primers 

específicos para productores de tricotecenos. 

Muestra de trigo Ct promedio ADN(µg)/mg 

de trigo 

  Biomasa fúngica 

en trigo % 

Cerro Largo 1 25,6 ± 0,2 0,95 ± 0,09  0,50 ±0,05 

Cerro Largo 2 26,8 ± 0,2 0,43 ± 0,06  0,23 ± 0,03 

Conchillas Colonia 22,4  ± 0,3 7,5 ± 0,6  3,9 ± 0,9 

Trigo no 

contaminado 

33,7 ± 0,2 -----------  ---------- 

 

Se determinaron a su vez, los microgramos de ADN de hongos del quimiotipo NIV por 

miligramo de trigo y el porcentaje de biomasa fúngica. Los resultados se muestran en la 

Tabla 8. 

 

Tabla 8. Análisis de muestras de trigo por PCR en tiempo real con primers 

específicos para productores de nivalenol. 

Muestra de trigo Ct promedio ADN(µg)/mg 

de trigo 

  Biomasa fúngica 

en trigo % 

Cerro Largo 1 27,4 ± 0,2 0,26 ± 0,03  0,14 ± 0,02 

Cerro Largo 2 27,2 ± 0,1 0,27 ± 0,06  0,16 ± 0,01 

Conchillas Colonia 25,3 ± 0,3 1,1 ± 0,2  0,6 ± 0,1 

Trigo no 

contaminado 

31,3 ± 0,1 -----------  ---------- 

 

Asimismo se establecieron los microgramos de ADN de hongo productor de 

zearalenona por miligramo de trigo y el porcentaje de biomasa fúngica. Los resultados 

se muestran en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Análisis de muestras de trigo por PCR en tiempo real con primers 

específicos para productores de zearalenona 

Muestra de trigo Ct promedio ADN(µg)/mg 

de trigo 

  Biomasa fúngica 

en trigo % 

Cerro Largo 1 24,9 ± 0,1 1,1 ± 0,1  0,6 ± 0,1 

Cerro Largo 2 23,9 ± 0,2 2,3 ± 0,2  1,2 ± 0,1 

Conchillas Colonia 22,6 ± 0,1 5,7 ± 0,1  3,0 ±  0,1 

Trigo no 

contaminado 

29,5 ± 0,3 -----------  ---------- 

 

El valor obtenido de ADN de hongo por milígramo de trigo y el porcentaje de biomasa 

fúngica en granos de trigo, para el caso de los hongos productores de tricotecenos, 

condice con los porcentajes de infección de los trigos analizados, siendo éstos mayores 

para el caso de la muestra “Cerro Largo 1” que para “Cerro Largo 2” (Tabla 7). Sería 

importante continuar este trabajo analizando un mayor número de muestras y realizando 

un posterior análisis de datos para determinar si es posible establecer una relación 

cuantitativa entre los resultados de PCR en tiempo real y porcentaje de infección. El 

porcentaje biomasa fúngica de productores de nivalenol, en todos los casos, fue menor 

al de los productores de tricotecenos (Tablas 7 y 8), lo cual es coherente con el hecho 

de que los productores de nivalenol son un subgrupo de los productores de tricotecenos 

en general. Sin embargo, para el caso de los productores de zearalenona, los porcentajes 

obtenidos son mayores que para los productores de tricotecenos en la muestra 2 (Tabla 

9), lo cual puede deberse a que los productores de zearalenona incluirían a otros hongos 

de especies fuera del FGSC también presentes en trigo, como el complejo de especies F. 

equiseti  (Stępień et al., 2012). Asimismo los primers utilizados son específicos no solo 

para productores de zearalenona pertenecientes al FGSC sino para otros Fusarium como 

F. crookwellense y F. culmorum (Burlakoti et al., 2007). 

Cabe destacar que Burlakoti et al. (2007) encontraron una correlación positiva entre el 

contenido de ADN de FGSC estimado mediante PCR en tiempo real con primers 

específicos para el gen TRI5 (productores de tricotecenos) y la severidad de la 

enfermedad y con el contenido de DON en trigo. De forma similar Nielsen et al. (2012) 

encontraron una correlación positiva entre el porcentaje de hongos del quimiotipo NIV 

(estimado por PCR en tiempo real con primers específicos para el gen TRI12) y el 

contenido de nivalenol en muestras de trigo. Asimismo Atoui et al. (2012) encontraron 

una correlación positiva entre el contenido de ADN de Fusarium spp. productores de 

zearalenona (estimado por PCR en tiempo real con primers específicos para el gen 

PKS13) y el contenido de zearalenona en muestras de maíz. Esto da cuenta de la 
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efectividad de los métodos de PCR en tiempo real para la estimación de potencial 

contaminación con micotoxinas. 

Si bien aún se requiere ajustar los métodos propuestos, analizando un mayor número de 

muestras de trigo contaminado y correlacionar los resultados con los porcentajes de 

infección y grado de contaminación con micotoxinas, el uso de esta técnica podría 

permitir predecir de forma rápida el grado de contaminación de muestras de trigo con 

tricotecenos, en particular nivalenol y zearalenona. 
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5. CONCLUSIONES 
 

Los resultados presentados en esta Tesis muestran por primera vez la diversidad de 

hongos dentro del complejo de especies Fusarium graminearum (FGSC) asociados a 

FHB en trigo en Uruguay. Este es el primer reporte de la especie F. asiaticum, F. 

cortaderiae y F. brasilicum del quimiotipo NIV en el país. La predominancia del 

quimiotipo NIV entre los aislamientos de las nuevas zonas de producción en el 

departamento de Cerro Largo cercano a la frontera con Brasil y a zonas arroceras, es de 

gran importancia en materia de seguridad alimentaria y producción animal, dado la 

mayor toxicidad del nivalenol respecto al deoxinivalenol. Asimismo, si bien dichos 

aislamientos resultaron ser menos agresivos que los del quimiotipo 15ADON, también 

resultaron menos sensibles al fungicida tebuconazol. 

En este trabajo se logró desarrollar un método rápido y sencillo de identificación de las 

especies principales encontradas en nuestro país, reduciendo el número de muestras a 

ser analizadas por secuenciación. Asimismo se desarrollaron métodos de PCR en 

tiempo real para el monitoreo de la contaminación fúngica en granos de trigo 

contaminados. 

No se constató presencia de la micotoxina nivalenol en granos de trigo contaminado, sin 

embargo, se requieren estudios adicionales de tipo y niveles de micotoxinas en muestras 

de trigo, para determinar la implicancia de las especies encontradas en nuestro país en la 

posible contaminación de los granos.  
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ANEXOS 

 
Anexo 1: Soluciones, buffers y 

medios de cultivo 
 

Soluciones y Buffers 

Buffer CTAB 

Mezclar: 

10 ml 1M Tris-HCL pH8.4 

8.18g NaCl 

5ml 0,5M EDTA pH 8.0 

2g CTAB 

H2O………….c.s.p.100ml 

Autoclavar 

Solución de precipitación con CTAB  

Pesar: 

1g CTAB 

0.5g NaCl 

Agregar 100 mL de agua destilada 

Ajustar pH a 8.0 con NaOH 1M 

Completar el volumen hasta 200mL 

Autoclavar 

Solución NaCl 1.2M 

Disolver 7g de NaCl en 100mL de agua destilada 

Autoclavar 

Almacenar a temperatura ambiente 

Solución de ARNasa 

Disolver la ARNasa hasta una concentración final de 10mg/mL en agua destilada libre 

Dnasa. 

Buffer TBE 5x 
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Pesar: 

54 g of Tris base  

27.5 g de ácido bórico 

Agregar  20 ml of 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Ajustar el volumen con agua destilada a 1L 

Autoclavar 

Diluir antes de utilizar a una concentración 0,5X 

Medios de cultivo 

Agar Papa Dextrosa (PDA) 

Agar………………………………15g 

Medio de cultivo PDA (Oxoid)….39g 

Agua…………………………c.s.p 1L 

Autoclavar 

Medio líquido extracto de levadura­sacarosa (YES) 

Extracto de Levadura……………15g 

Sacarosa………………………….39g 

Agua…………………………c.s.p 1L 

Autoclavar 

Solución de pentacloronitrobenzeno (PCNB) 100x 

100 mg de 1 mg/ml PCNB 

1ml de dimetilsulfóxido (DMSO) 

Agitar hasta disolución. 

 

 

Solución de Cloranfenicol 1000x 

Disolver 340 mg de cloranfenicol en 10ml de EtOH absoluto. 
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Anexo 2: Oligonucleótidos 
 

Todos los oligonucleótidos utilizados fueron sintetizados por SBS Genetech (Beijing, 

China) 

Identificación de FGSC  

Pimers Fg11F/Fg11R (Nicholson et al., 1998) 

Fg11F 5´CTCCGGATATGTTGCGTCAA 3´ 

Fg11R 5´GGTAGGTATCCGACATGGCAA 3´ 

 

PCR Multiplex para quimiotipos (Starkey et al., 2007)  

TRI3 multiplex  

3CON  5´-TGGCAAAGACTGGTTCAC-3´, común a todos los quimiotipos 

3NA 5´-GTGCACAGAATATACGAGC-3´ quimiotipo NIV producto de 840 pb 

3D15A 5´-ACTGACCCAAGCTGCCATC-3´ quimiotipos 15ADON, producto 610 pb 

3D3A 5´-CGCATTGGCTAACACATG-3´ quimiotipos 3 ADON producto 243 pb 

TRI12 multiplex  

12CON 5`-CATGAGCATGGTGATGTC-3´, común a todos los quimiotipos 

12NF 5´-TCTCCTCGTTGTATCTGG-3´, quimiotipo NIV producto de 840 pb 

12-15F 5´-TACAGCGGTCGCAACTTC-3´, quimiotipo 15ADON producto de 670 pb 

12-3F 5´-CTTTGGCAAGCCCGTGCA-3´, quimiotipo 3ADON producto de 410 pb 

 

Primers para PCR en tiempo Real  

Nombre Secuencia Gen blanco 

Fw NIVT12 5´ TACATCTATATCATCATTAGTG 3´ TRI 12 (Diseño Allele ID) 

Rv NIVT12 5´ GAAGATACCTATCCAGTC 3´ 

ZEAFw 5´CGTCTTCGAGAAGATGACAT 3´ PKS4 (Meng et al., 2010) 

ZEARv 5´TGTTCTGCAAGCACTCCGA 3´ 

Tri5-Fw 5´TCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCT 3´ TRI5 (Burlakoti et al., 

2007) Tri5-Rv 5´CATGCCAACGATTGTTTGGAGGGA 
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Anexo 3: Marcadores de peso 
molecular 

 

Marcadores de peso molecular de ADN utilizados (Thermo Fisher Scientific Inc., 

USA) 
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Anexo 4: Aislamientos de 
Fusarium en muestras de trigo 

 

 

Tabla 1- Tabla de aislamientos del grupo FGSC: Identidad, quimiotipos, origen 

geográfico y año de aislamiento de cepas recolectadas de trigo de Uruguay en diversas 

zafras 
Nombre del 

aislamiento 

 FGSC Identidad Quimiotipo de tricotecenos Origen geográfico Año de 

aislamiento 

36951 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36952 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36953 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36954 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36955 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36956 F. graminearum 15ADON Paysandú 2002 

36957 F. austroamericanum 3ADON Paysandú 2002 

36958 F. graminearum 15ADON Paysandú 2002 

36959 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36960 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36961 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36963 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

36964 F. graminearum 15ADON Paysandú 2002 

36965 F. graminearum 15ADON Paysandú 2002 

36966 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

36967 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36968 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36969 F. graminearum 15ADON Río Negro 2002 

36970 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36971 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36972 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36973 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36974 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36975 F. graminearum 3ADON Soriano 2002 

36976 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36978 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36979 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36980 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

36981 F. graminearum 15ADON Soriano 2002 

37545 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37546 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37548 F.  graminearum 15ADON Rio Negro 2002 

37549 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 
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37550 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37551 F.  graminearum 15ADON Rio Negro 2002 

37552 F.  graminearum 15ADON Flores 2002 

37553 F.  graminearum 15ADON Flores 2002 

37554 F.  graminearum 15ADON Rio Negro 2002 

37555 F.  graminearum 15ADON Rio Negro 2002 

37556 F.  graminearum 15ADON Flores 2002 

37557 F. cortaderiae NIV Colonia 2002 

37558 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37559 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37560 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37561 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37562 F.  graminearum 15ADON Flores 2002 

37563 F.  graminearum 15ADON Colonia 2002 

37564 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37565 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37568 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37569 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37570 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37571 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37572 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37573 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37574 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37575 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37576 F. graminearum 15ADON Flores 2002 

37577 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37578 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37579 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

37580 F. graminearum 15ADON Colonia 2002 

F-94 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-95 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-96 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-97 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-98 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-99 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-100 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-101 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-102 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-103 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-104 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-107 F. cortaderiae NIV Colonia 2009 

F-108 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2009 
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F-109 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2009 

F-110 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2009 

F-111 F. cortaderiae NIV Cerro Largo 2009 

F-113 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-114 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-115 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-116 F. graminearum 15ADON Colonia 2009 

F-117 F. cortaderiae NIV Paysandú 2009 

F-118 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

F-119 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

F-120 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

F-121 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-122 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-123 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-124 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-125 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-126 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-127 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-128 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-129 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-130 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-131 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-133 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-134 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

F-135 F. cortaderiae NIV Young- Rio Negro 2009 

Pay 3.1 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Pay 3.2 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Pay 3.3 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Pay 3.5 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Pay 3.6 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Pay 3.7 F. graminearum 15ADON Paysandú 2009 

Y8 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

Y15 F. graminearum 15ADON Young- Rio Negro 2009 

CR3 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2009 

R2.1 F. cortaderiae NIV Cerro Largo 2009 

CL1 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2011 

CL2 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2011 

CL3 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2011 

CL4 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2011 

CL5 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2011 

CL6 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2011 

CL7 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2011 

CL8 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2011 

CL2-1 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2012 

CL2-2 F. brasilicum NIV Cerro Largo 2012 

CL2-3 F. asiaticum NIV Cerro Largo 2012 

CL2-4 F. brasilicum NIV Cerro Largo 2012 
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CL2-5 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2012 

CL2-6 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2012 

CL2-7 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2012 

CL2-8 F. graminearum 15ADON Cerro Largo 2012 

CL2-10 F asiaticum NIV Cerro Largo 2012 

LV1 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV2 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV3 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV4 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV5 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV6 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV7 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV8 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV10 F. graminearum 15ADON Lavalleja  2012 

LV11 F .asiaticum NIV Lavalleja  2012 

LV12 F. cortaderiae NIV Lavalleja  2012 

M1 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M2 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M3 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M4 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M5 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M6 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M7 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M8 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M9 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M10 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M11 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M12 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

M13 F. graminearum 15ADON Montevideo-Fagro 2012 

 
 

 

 

 

 

 

  

Tabla 2- Otras especies de Fusarium no FGSC encontradas en 

trigo nacional en la zafra 2009 
Nombre del 

aislamiento 

  Identidad  Origen geográfico Año de 

aislamiento 

F-105 F. acuminatum Conchillas -Colonia 2009 

F-106 F. acuminatum Conchillas-Colonia 2009 

F-112 F. lacertarum INIA la 

Estanzuela.Colonia 

2009 
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