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Resumen 

La cebada es uno de los cereales con mayor importancia tanto a nivel 

nacional como a nivel mundial y, en nuestro país, uno de sus principales destinos 

es la industria cervecera. Muchos estudios demuestran que este cultivo suele 

contaminarse por hongos que producen mermas en el rendimiento, poder 

germinativo y en algunos casos, toxinas nocivas para la salud, dentro de los 

cuales se puede citar al género Fusarium. Actualmente, en la Argentina y gran 

parte del mundo, se ha observado que las especies predominantes en granos de 

cebada son F. graminearum y F. poae. Estas dos especies producen toxinas dentro 

del grupo de los tricotecenos, principalmente Deoxynivalenol (DON) y Nivalenol 

(NIV), respectivamente. La Comunidad Europea establece como límite máximo en 

granos sin procesar 1,25 µg/g de DON, sin estar aún establecido el límite máximo 

para NIV, siendo esta última más tóxica que la primera. Estas toxinas no sólo 

pueden estar presentes en los granos sin procesar, sino que además son estables 

luego de procesos comunes de elaboración de alimentos y bebidas. Para poder 

caracterizar el comportamiento de este patógeno tan importante a nivel 

agronómico y alimenticio, se han realizado estudios de interacciones entre 

diferentes especies de Fusarium patógenas de flor/grano, utilizando el huésped y 

el tejido del cual se aisló el hongo. 

El objetivo de este trabajo, por un lado, fue determinar la presencia de 

Fusarium, identificar las especies presentes, caracterizar su potencial producción 

toxigénica y cuantificar las toxinas antes mencionadas, en muestras de cebada 
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provenientes de las principales zonas productoras de nuestro país, durante las 

campañas 2012, 2013 y 2014. Las muestras se redujeron y se sembraron 200 

granos previamente desinfectados en placas con APG al 2 % con cloranfenicol y 

se incubaron en cámara de crecimiento durante 5 días, aproximadamente. Los 

aislamientos obtenidos se identificaron morfológicamente y se corroboraron por 

PCR especie-específica. A su vez, se procesaron 50 gramos de muestra y se 

cuantificaron las micotoxinas por HPLC. 

Se identificaron 1180 aislamientos de Fusarium en las 119 muestras 

analizadas, un 51,2 % de F. graminearum, 26.2 % de F. poae y 22.6 % de otras 

especies. Se encontraron altas concentraciones de micotoxinas, con valores 

máximos de 12 µg/g de DON y 7.71 µg/g de NIV. De las muestras, 23 % contenian 

DON a un promedio de 2.36 µg/g, las cuales un 44 % excedían los límites 

máximos (promedio de 5.24 µg/g); el 29 % contenía NIV con un promedio de 2,36 

µg/g; el 7 % contenía tanto DON como NIV; y el 55 % no contenian DON o NIV. 

Finalmente, se reportó la contaminación por micotoxinas de las muestras de 

granos producidas por F. graminearum y F. poae, siendo las especies de Fusarium 

más frecuentes presentes. Se identificaron las principales especies de Fusarium 

que afectan los granos de cebada malteada en Argentina y se documento la 

presencia de muchas muestras con concentraciones elevadas de DON y NIV. Se 

cree que esta investigación fue la primera en cuantificar la contaminación por 

Fusarium y sus toxinas en muestras de cebada en Argentina. Se evidencia la 

necesidad de establecer controles de contenidos de Fusarium/toxinas en cebada. 
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Por otro lado, formando parte del objetivo del presente trabajo, se evaluó 

las respuestas de raíces de distintos ecotipos de Brachypodium distachyon a 

Fusarium spp. para proporcionar información sobre las diferencias en la 

susceptibilidad del hospedante y/o la agresividad fúngica. Se seleccionaron un 

total de 10 aislamientos de cuatro especies de Fusarium: F. graminearum, F. 

pseudograminearum, F. cerealis y F. poae. Se utilizaron un total de siete ecotipos 

de B. distachyon: Afganistán, Irán, Israel, Pakistán, Sudáfrica, Uruguay y ecotipo 

Bd 21. Se inocularon las raíces y se midió la necrosis de raíz a los 2, 4, 6 y 8 días 

después de la inoculación. Los resultados mostraron que F. graminearum fue la 

especie con el valor más alto de AUDPC seguido de F. pseudograminearum y F. 

cerealis mostró un valor intermedio de AUDPC. Fusarium poae presentó valores 

de AUDPC más bajos. Con respecto a Brachypodium, el ecotipo menos afectado 

fue Bd 21, mientras que los ecotipos restantes difirieron en la susceptibilidad. Por 

lo que se sabe, este es el primer informe que indica la interacción entre F. 

pseudograminearum, F. cerealis y F. poae con las raíces de Brachypodium. 

Además, se informó la variabilidad en la susceptibilidad entre los ecotipos de 

Brachypodium y en la agresividad de distintos aislamientos de Fusarium. Se 

concluye que las raíces de B. distachyon ofrecen un modelo de sistema de tejido 

eficiente para evaluar la interacción con Fusarium spp. 
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Abstract 

Barley is one of the most important cereals both nationally and globally and, in 

our country, one of its main destinations is the brewing industry. Many studies show that 

this crop is usually contaminated by fungi which cause loss in yield, germination power 

and in some cases, toxins that are harmful for health, among which the genus Fusarium 

can be mentioned. In Argentina and a great part of the world it has currently been 

observed that the predominant species in barley grains are F. graminearum and F. poae. 

These two species produce toxins within the group of trichothecenes, mainly 

Deoxynivalenol (DON) and Nivalenol (NIV), respectively. The European Community 

establishes as a maximum limit in unprocessed grains 1.25 µg/g of DON whereas the 

maximum limit for NIVhas not been established yet. The latter being more toxic than the 

former. These toxins may not only be present in raw grains, but are also stable after 

common food and beverage manufacturing processes. In order to characterize the 

behaviour of this important pathogen at the agronomic and nutritional level, interaction 

studies have been conducted among different flower/grain pathogenic Fusarium species, 

using the host and the tissue from which the fungus was isolated. 

The purpose of this work was, on the one hand, to determine the presence of 

Fusarium, identify the species present, characterize its potential toxigenic production 

and quantify the before mentioned toxins, in barley samples from the main producing 

areas of our country during the 2012, 2013 and 2014 growing seasons. The samples 

were reduced and 200 previously disinfected grains were sown in plates with 2% PGA 

with chloramphenicol and incubated in a growth chamber for approximately 5 days. The 

isolates obtained were morphologically identified and corroborated by species-specific 
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PCR. In turn, 50 grams of sample were processed and mycotoxins were quantified by 

HPLC. 

From the 119 samples analyzed, 1180 Fusarium isolates were identified, 51.2% 

from F. graminearum, 26.2% from F. poae and 22.6% from other species. High 

concentrations of mycotoxins were found, with maximum values of 12 µg/g of DON and 

7.71 µg/g of NIV. 23% of the samples contained DON at an average of 2.36 µg/g, of 

which 44% exceeded the maximum limits (average of 5.24 µg/g); 29% contained NIV 

with an average of 2.36 µg/g; 7% contained both DON and NIV; and a 55% neither DON 

nor NIV. Finally, mycotoxin contamination of grain samples produced by F. graminearum 

and F. poae was reported, being the most frequent Fusarium species present. The main 

Fusarium species that affect malted barley grains in Argentina were identified and the 

presence of many samples with high concentrations of DON and NIV was documented. It 

is believed that this investigation was the first to quantify contamination by Fusarium 

and its toxins in barley samples in Argentina. The need to establish controls of 

Fusarium/toxin content in barley is evident. 

On the other hand, forming part of the purpose of this work, the responses of 

roots of different ecotypes of Brachypodium distachyon to Fusarium spp. to provide 

information on differences in host susceptibility and/or fungal aggressiveness were 

evaluated. 10 isolates of four Fusarium species were selected: F. graminearum, F. 

pseudograminearum, F. cerealis and F. poae. A total of seven B. distachyon ecotypes 

were used: Afghanistan, Iran, Israel, Pakistan, South Africa, Uruguay and ecotype Bd 21. 

Roots were inoculated and root necrosis was measured at 2, 4, 6 and 8 days after the 

inoculation. The results showed that F. graminearum was the species with the highest 

AUDPC value followed by F. pseudograminearum and F. cerealis showed an intermediate 
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AUDPC value. Fusarium poae presented lower AUDPC values. Concerning to 

Brachypodium, the least affected ecotype was Bd 21, while the remaining ecotypes 

differed in susceptibility. As far as it is known, this is the first report indicating the 

interaction among F. pseudograminearum, F. cerealis, and F. poae with the roots of 

Brachypodium. Besides, variability in the susceptibility between Brachypodium ecotypes 

and in aggressiveness of different Fusarium isolates were reported. It is concluded that 

the roots of B. distachyon offer an efficient tissue system model to evaluate the 

interaction with Fusarium spp. 
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CAPÍTULO I: 

Introducción general 
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1.1. Conceptos generales de la cebada  

 

 La cebada (Hordeum vulgare L.) es una monocotiledónea de la familia 

Poaceae que, a lo largo de la historia, ha tomado mucha importancia a nivel 

alimenticio tanto para animales como para humanos (Figura 1). Esto propicia a 

que su importancia agronómica también crezca. La cebada es una gramínea que 

desciende de la cebada silvestre (Hordeum spontaneum K. Koch), oriunda de 

Medio Oriente, es una planta de hojas estrechas y color verde claro. Su 

apariencia es muy similar a la planta del trigo, aunque esta es sutilmente más 

oscura y suele ser más erguida en los primeros estadíos de su desarrollo. La 

espiga, que corresponde a la prolongación del último internudo del tallo, 

presenta un raquis central que está compuesto por 10 a 30 nudos y está formada 

por espiguillas, las cuales van dispuestas de a tres en forma alterna a ambos 

lados del raquis. Si todas las espiguillas se presentan fértiles se originará una 

espiga de seis hileras, si sólo resultan fértiles las espiguillas centrales, se originará 

una espiga de dos hileras (Figura 2). La cebada es una planta autógama, sus flores 

tienen tres estambres y un pistilo de dos estigmas. Estas abren después de 

haberse realizado la fecundación, lo cual favorece a la conservación de los 

caracteres de un genotipo determinado. El grano de cebada tiene forma 

puntiaguda, más grueso en el centro y afinado hacia los extremos. 



Capítulo I 

9 

 

Figura 1. Cultivo de cebada en la zona del centro de la Provincia de Buenos Aires. 

 

Figura 2. Espiga de dos hileras (izquierda) y espiga de seis hileras (derecha). 
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 El principal destino de la producción de cebada en todo el mundo es la 

alimentación animal y humana. La cebada que se emplea para la elaboración de 

cerveza se denomina Hordeum vulgare L. var. distichum L. mientras que la que se 

usa como forraje para la alimentación animal se denomina Hordeum vulgare L. 

var. hexastichum L. (Ibarguren, 2014). En términos prácticos, la cebada se clasifica 

de acuerdo con el uso a que se destina (cervecera o forrajera) y el tipo de 

espiguilla (de dos y seis hileras). En general, los cultivares de 6 hileras son 

consideradas forrajeras, ya que producen abundante masa verde y sus granos 

tienen un mayor porcentaje de proteínas, siendo apropiados para la alimentación 

animal. Los granos de cebada con altos niveles de proteínas se tornan del tipo 

indeseable para la industria maltera, ya que esta exige niveles más bajos 

(Baldanzi, 1988).  

 La cebada es un cereal de invierno que en estas latitudes se siembra en 

los meses de junio, julio y en la primera quincena de agosto (dependiendo la 

zona). La cosecha se realiza en noviembre, diciembre y, eventualmente, los 

primeros días de enero. Existen muchos genotipos de cebada en la producción 

mundial actual. El genotipo Scarlett, de origen alemán, ocupa alrededor del 70 % 

de la producción argentina de cebada, favorecida por la homogeneidad del grano 

que brinda. El resto de la producción nacional corresponde principalmente a los 

genotipos Shakira y Andreia (alemanas), Quilmes Carisma o Qcarisma 

(argentinas), y Scrabble y Explorer (francesas). 

 La producción mundial total de cebada en la campaña 2017/2018 fue de 
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aproximadamente 146 millones de toneladas (Bolsa de Comercio de Rosario, 

2018), y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) estimó 

que la cifra para 2018/2019 fue de aproximadamente 140 millones de toneladas. 

Esto muestra una baja del 4 % aproximadamente en la producción mundial, 

debido a que, en varios países productores, la cebada padeció condiciones secas 

y calurosas en agosto y principios de septiembre del 2018. De manera similar a lo 

ocurrido con el cultivo de trigo, la falta de agua, combinada con altas 

temperaturas en periodos claves del cereal, afectó a los rendimientos y a la 

calidad del grano obtenido (Bolsa de Comercio de Rosario, 2018). 

En la actualidad, la producción de cebada fue evolucionando ya que es 

una atractiva opción comercial en el mercado y también porque beneficia la 

estructura de los suelos cuando es utilizada para rotarla con otros cultivos. Los 

principales productores de cebada son la Unión Europea (con 57 millones de 

toneladas) y Rusia (con 16,5 millones de toneladas), siendo Argentina la octava a 

nivel mundial (con 4 millones de toneladas) (Cebada Cervecera, 2019). Datos 

analizados por la USDA en el 2017, muestran a Argentina en el quinto puesto a 

nivel mundial de exportadores de cebada con un volumen de 1,7 millones de 

toneladas. 

En Argentina, el área sembrada este año aumentó un 17 % con respecto a 

la campaña 2017/18, siendo la Provincia de Buenos Aires la zona más importante 

cultivada: el 40 % del total nacional se obtiene en el sudeste bonaerense y otro 

30 % en el centro/norte. El porcentaje restante se obtiene en el sudeste de La 
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Pampa, sur de las Provincias de Córdoba, Santa Fe y Entre Rios (ReTAA, 2019). A 

diferencia de la cebada cervecera, la cebada forrajera se desarrolla mejor en el 

sudoeste de Buenos Aires y centro/sur de las Provincias de La Pampa y Córdoba, 

compitiendo con la alfalfa, el centeno, la avena, el triticale y el ryegrass.  

 Con respecto a la cebada destinada a la producción de cerveza, su uso se 

debe a su alto contenido de almidón y a que la cáscara (tegumentos) permanece 

adherida al grano, lo que facilita el filtrado para la obtención del mosto. Esto es 

importante ya que antes de ser usada en cervecería, la cebada debe primero ser 

convertida en malta y su cáscara es un importante filtro para la extracción del 

mosto. El proceso de malteado se puede sintetizar como una germinación 

controlada y se define a la malta como el grano de cebada germinado, secado, 

desraizado y desbrotado. La calidad de los granos tiene una influencia directa en 

la calidad del producto final. Las características deseables de la cebada para 

malteado se concentran en: pertenecer a un mismo genotipo, granos de tamaño 

uniforme y brillantes, ausencia de granos pelados y rotos, porcentaje de 

proteínas entre 10 y 12,5 %, bajo contenido de humedad, germinación pareja 

(más de 95 %), alto porcentaje de extracto fermentable. Una de las principales 

exigencias en la producción de malta es la uniformidad, ya que esto facilita la 

sincronización del proceso de germinado de cada grano. 

 La cebada, como otros cultivos, puede sufrir estrés durante su 

crecimiento. El rendimiento potencial de los cultivos de cebada se ve afectado 

por el estrés biótico, causado por enfermedades, plagas y malezas, pero también 
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por el estrés abiótico, relacionado con las condiciones ambientales como excesos 

o falta de humedad, de temperatura y/o de radiación. Dentro de los llamados 

estrés bióticos, es de gran impacto la presencia de agentes infecciosos que 

provocan enfermedades (patógenos), tales como son algunos hongos, bacterias 

y/o virus. Las bacterias patógenas de granos son un problema que impacta 

económicamente en todo el mundo ya que pueden causar importantes pérdidas, 

son responsables de las enfermedades reemergentes, del traslado de patógenos 

de un continente a otro y de la introducción de enfermedades en nuevas áreas. 

Los virus causan muchas e importantes enfermedades vegetales y son 

responsables también de pérdidas en el rendimiento y la calidad de los cultivos 

en todas partes del mundo. La mayoría de los virus vegetales son transmitidos en 

forma activa de una planta infectada a otra sana por un organismo vivo, llamado 

vector. A diferencia de las bacterias, la supervivencia de relativamente pocos 

virus a largo plazo (incluso por décadas) se da en el ambiente o por la transmisión 

mecánica pasiva de una planta a otra (Gergerich & Dolja, 2006). 

 Los hongos son el principal grupo de patógenos que pueden afectar a los 

cultivos, pudiendo causar efectos adversos en distintos órganos de las plantas, 

como la raíz, tallo, hoja y fruto. Los hongos que se pueden encontrar en los 

granos de cebada varían dependiendo de una serie de factores que incluyen el 

clima, las condiciones de cultivo, las prácticas agrícolas, la fertilización, el suelo y 

también las condiciones de almacenamiento de poscosecha (Noots et al., 1999). 

La cebada puede estar dañada por hongos patógenos y/o no patógenos. Un alto 

nivel de infección con especies fúngicas como por ejemplo del género Fusarium o 
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Penicillium en granos de cebada ha demostrado una correlación significativa con 

una baja calidad de las maltas resultantes (Kaur et al., 2015). Dentro de las 

enfermedades, una de las más importantes en los cultivos de gramíneas causada 

por hongos es la fusariosis de la espiga. A causa de su frecuencia y severidad, 

esta enfermedad es una de las principales enfermedades de los cereales de grano 

chico a nivel mundial (McMullen et al., 1997).  

 

1.2. Fusariosis de la espiga 

 

 Para los que se encuentran relacionados con el crecimiento de las plantas, 

agricultores y trabajadores agrícolas e industrias de derivados del cereal, es de 

gran interés el buen desarrollo de las mismas. Pero la sanidad de ellas debería ser 

aún más importante ya sea por el rendimiento de los cultivos como por la calidad 

del producto y las consecuencias ambientales ocasionadas durante su 

producción. Este es un punto que nos convoca a todos, ciudadanos, productores, 

consumidores y no consumidores.  

 La presencia de agentes patógenos en un determinado hospedante 

necesita de condiciones ambientales favorables para que se desarrolle una 

determinada enfermedad (Agrios, 1999). Estos tres componentes forman lo que 

se conoce como “triángulo de las enfermedades”. El cuarto componente, 

localizado en el centro del triángulo, es el productor. En un proceso productivo, 

es este el que modifica los tres componentes del esquema para favorecer la 
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sanidad, la calidad y el rendimiento de su producción (Figura 3). 

 

Figura 3. Triángulo de las enfermedades. 

 

El crecimiento y el rendimiento de las plantas dependen de la 

disponibilidad del agua, de los nutrientes del suelo donde se desarrollan y de la 

utilización de algunas herramientas y/o manejos del/los cultivos. Algunos de 

estos manejos pueden ser la regulación de la temperatura, la luz y la humedad 

(en el caso de ser posible), las herramientas utilizadas para la labor, la utilización 

de productos para evitar la infección con virus (vectores), hongos y/o bacterias 

perjudiciales para la calidad del producto, etc. (Agrios, 1999)  

La fusariosis de la espiga ocurre en todas las regiones cerealeras del 

mundo y causa serios daños económicos, especialmente en los cultivos de trigo 

(Triticum aestivum L.) y de cebada (McMullen et al., 1997). Es una enfermedad 

fúngica causada por algunas especies del género Fusarium. Las óptimas 
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condiciones necesarias para que se desarrolle la enfermedad es un clima 

(ambiente) cálido y húmedo. Aunque, resulta necesario que estas condiciones 

coincidan con el período de floración o el período temprano de llenado del grano 

de los cultivos para favorecer la infección y desarrollo de la enfermedad. Esto se 

debe a que Fusarium infecta la espiga utilizando las flores como vía de entrada. Si 

bien las condiciones climáticas son claves en el desarrollo de la fusariosis, existen 

otros factores que contribuyen a la incidencia de la enfermedad. El empleo de la 

técnica de siembra directa, por ejemplo, implica la permanencia de grandes 

volúmenes de rastrojos de cultivos susceptibles u otras gramíneas, como son 

algunas pasturas y/o malezas (Figura 4). Estos representan una fuente de inóculo 

permanente sobre la superficie del suelo. En especial los rastrojos de trigo, 

cebada y maíz constituyen un reservorio importante de Fusarium e incrementan 

significativamente la carga de inóculo en los sistemas de producción.  

 

Figura 4. Rastrojo en siembra directa. 
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La fusariosis de la espiga puede causar daños cuantitativos y cualitativos 

en la cebada mediante la reducción del rendimiento, disminución del poder 

germinativo y del vigor de los granos, disminución del tenor proteico en los 

granos y por la presencia de toxinas nocivas para la salud, llamadas micotoxinas 

(Mesterházy & Bartók, 1996; Reis & Carmona, 2002).  

Esta enfermedad se evidencia principalmente en las espigas. En trigo, los 

síntomas son una decoloración prematura de las espiguillas infectadas, pudiendo 

llegar a tomar toda la espiga. Esto se debe a que, a partir de un foco de infección, 

Fusarium puede migrar de una espiguilla a otra a través del raquis y así expandir 

la enfermedad afectando la espiga entera. Esto no ocurre en la cebada, lo que 

representa, en general, una menor susceptibilidad a la fusariosis. Los síntomas en 

cebada aparecen como granos discretos, pardos, pardo-anaranjados, marrones, 

chuzos, distribuidos de manera discontinua en la espiga. La infección de Fusarium 

en cebada solo se puede extender desde las espiguillas infectadas a las 

adyacentes. En ambos cultivos, si las espiguillas han sido infectadas 

tempranamente, se desarrollan masas de esporas rosado-salmón y, 

eventualmente, estructuras oscuras al momento de la cosecha, llamados 

peritecios. Los granos infectados luego de cosechados se muestran más o menos 

chuzos, con una coloración blanco-rosada a pardo clara, llegando a ser pardo 

oscura en cebada. En una infección temprana, como se explicó anteriormente, 

Fusarium detiene el desarrollo de las flores, evitando la formación de los granos. 

En infecciones más tardías se producirán granos arrugados o chuzos (Figura 5). Si 

la infección ocurre luego del llenado del grano, el desarrollo del mismo no es 
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afectado, pero el hongo está presente y los niveles de micotoxinas producidas 

por el mismo pueden llegar a ser significativos.  

 

Figura 5. Espiga y granos de cebada infectados con Fusarium. 

 

El ciclo de la enfermedad (se describe como ejemplo a la especie 

Fusarium graminearum) comienza cuando una o más especies de Fusarium, por 

dispersión del viento, agua (lluvia o riego), insectos y/o animales, infectan la 

planta cuando esta entra en antesis (Figura 6, modificado desde Trail, 2009). La 

liberación de las ascosporas se efectúa al hidratarse los peritecios. Este proceso 

es cíclico, depende del agua disponible y de la temperatura, y continúa hasta la 

completa descomposición del rastrojo. Las ascosporas diseminadas son 

depositadas sobre las anteras. En particular, la colonización de la espiga ocurre 

desde la antesis hasta grano pastoso (Zadoks et al., 1974). Por esto, el período de 

susceptibilidad en la espiga queda limitado a 2 o 3 semanas. Una vez infectada y 



Capítulo I 

19 

bajo condiciones de humedad, las espiguillas afectadas pierden clorofila y se 

cubren de micelio blanco. Luego, aparece una masa viscosa, extensa y de color 

salmón/naranja en la base y bordes de las glumas, que son las envolturas que 

rodean a las inflorescencias. Estas masas se denominan pionnotes y 

corresponden a los conidios asexuales del hongo (Mûller & Loeffler, 1976). Si las 

condiciones ambientales son muy favorables, la infección avanza hacia las 

espiguillas adyacentes. En casos avanzados se llegan a formar peritecios. 

Posterior a la infección de las flores o los granos de cebada, el patógeno expresa 

genes para la síntesis micotoxinas, que son metabolitos secundarios. Una vez que 

la planta madura y es cosechada, los granos quedan infectados con Fusarium y 

posiblemente contaminados con micotoxinas, dependiendo de la o las especies 

presentes. Los rastrojos o residuos de cosecha de la planta también reservan 

parte del inóculo lo que permite una nueva infección en el cultivo siguiente, 

siempre y cuando sea susceptible a Fusarium. 

 

Figura 6. Ciclo de la enfermedad. 
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1.3. Género Fusarium - Especies de Fusarium en cereales 

 

Fusarium es un género fúngico muy diverso, se encuentra extendido y es 

comúnmente encontrado en todo el mundo. Estos hongos existen en suelos, 

animales y plantas vivas y muertas y es, probablemente, el género fitopatógeno y 

toxigénico más importante desde el punto de vista económico de los hongos 

filamentosos en cereales. En general, son saprófitos, porque se alimentan y 

descomponen residuos orgánicos, y son parásitos facultativos, ya que pueden 

parasitar a un determinado hospedante si se presentan condiciones favorables 

como humedad y temperaturas altas (Agrios, 1999) 

El género Fusarium es un complejo de hongos que pertenecen al Phyllum 

Ascomycota, orden Hypocreales, familia Hypocreaceae. En 1809, el investigador 

alemán Link lo describió basándose en su principal característica, que es la 

presencia de conidios distintivos en forma de canoas o bananas. Este género 

tiene la característica de poseer hifas que llevan conidios llamadas conidióforos. 

Estos, al agruparse, forman los esporodoquios. Fusarium tiene la capacidad de 

producir tres tipos de esporas asexuales: dos tipos de conidios que se pueden 

encontrar en el mismo esporodoquio y se clasifican como macroconidios (con 1 a 

7 tabiques) y microconidios (con 1 a 2 tabiques); y clamidosporas que son 

esporas de resistencia. Algunas especies producen microconidios y clamidosporas 

mientras que otras solo alguno de ellos, lo que resulta una característica útil al 

momento de identificarlas (Figura 7) (Leslie & Sumemerell, 2006). 
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Figura 7. Morfología de macroconidios (A-L), microconidios (M-T) y estructuras 

morfológicas utilizadas para la identificación de especie (U-Z). 

 

Los macroconidios son las esporas principales en la caracterización, ya 

que su forma y tamaño varía de acuerdo a cada especie.  Estas esporas son 

curvadas, pluriseptadas con una célula apical bien diferenciada, que puede ser 

redondeada, puntiaguda, filamentosa o en forma de gancho y poseen una célula 
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basal en forma de pie. Los microconidios pueden ser unicelulares o bicelulares, 

en el proceso de identificación a nivel de especie se considera la presencia o 

ausencia de estas esporas, ya que no todas las especies del género Fusarium 

producen microconidios. Las clamidosporas son las esporas encargadas de la 

supervivencia del hongo. Estas pueden estar solas, en pares, en grupos o en 

cadenas. Las clamidosporas cuentan con una pared gruesa rugosa o lisa (Nelson 

et al, 1983; Leslie & Sumemerell, 2006). 

Varios conceptos son utilizados para definir una especie fúngica. En 

Fusarium, los conceptos de especies están basados sobre la morfología, los 

ensayos de entrecruzamiento o los datos moleculares, o en la integración de dos 

o tres de estos (Yli-Mattila et al., 2002). El concepto morfológico es el 

acercamiento clásico más usado por micólogos, y se define en base a 

características morfológicas y las diferencias entre ellas. 

En el 1935, Wollenweber & Reinking dividieron el género Fusarium en 16 

secciones, 65 especies y 77 variedades. Esto lo hicieron agrupando las especies 

en cada sección según características morfológicas. Cincuenta años más tarde, y 

basándose en estas divisiones, Nelson et al. (1983) describieron 30 especies de 

Fusarium y ofrecieron una descripción menos detallada de 16 especies 

adicionales. En la actualidad, Leslie & Summerell (2006) desarrollaron un manual 

en el que describieron 70 especies diferentes que permite identificarlas mediante 

claves y descripciones morfológicas. 

 Se han aislado especies de Fusarium toxigénicas y no toxigénicas de los 
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cereales (trigo, cebada y avena) con síntomas de fusariosis de la espiga (D’Mello 

et al., 1999; Schwarz et al., 2003). En cuanto a especies patógenas, se han 

implicado al menos 17 relacionadas a esta enfermedad (Parry et al., 1995), las 

cuales son: Fusarium acuminatum, F. avenaceum, F. cerealis, F. culmorum, F. 

equiseti, F. graminearum, F. lateritium, F. moniliforme, F. nivale, F. oxysporum, F. 

poae, F. proliferatum, F. sambucinum, F. semitectum, F. sporotrichiodes, F. 

subglutinan y F. tricinctum. Actualmente, Fusarium graminearum es considerado 

un complejo (FGSC - “Fusarium graminearum species complex”) formado por al 

menos 16 especies de Fusarium filogenéticamente definidas: F. 

austroamericanum (linaje 1), F. meridionale (linaje 2), F. boothii (linaje 3), F. 

mesoamericanum (linaje 4), F. acaciae-mearnsii (linaje 5), F. asiaticum (linaje 6), 

F. graminearum sensu stricto (F. graminearum s.s. linaje 7), F. cortaderiae (linaje 

8) y F. brasilicum, F. vorosii, F. gerlachii, F. aethiopicum, F. ussurianum, F. 

louisianense, F. nepalense, Fusarium sp. (sin nombre asignado), a los cuales no se 

les ha asociado un número de linaje (Sarver et al. 2011; Aoki et al. 2012). De 

todas las especies que conforman este complejo, Fusarium graminearum sensu 

stricto (s.s.) es la principal causante de la fusariosis de la espiga en trigo en 

América y de cebada en Argentina (Castañares et al. 2014). Estudios realizados en 

trigo y cebada en Sudamérica identificaron otras cinco especies que afectan estos 

cultivos: F. asiaticum, F. austroamericanum, F. brasilicum, F. cortaderiae y F. 

meridionale en trigo y F. meridionale y F. austroamericanum en cebada (Álvarez 

et al. 2009; Scoz et al. 2009; Astolfi et al. 2011, 2012; Reynoso et al. 2011; Pan et 

al. 2013, Umpierrez-Failache et al. 2013; Del Ponte et al. 2015). 
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 Las especies predominantes en todo el mundo que pueden causar 

fusariosis de la espiga (o aislarse de granos que presentan o no síntomas típicos) 

son: Fusarium graminearum, F. culmorum, F. avenaceum y F. poae (Reis & 

Carmona 2002). En Europa, F. graminearum fue la especie más aislada de granos 

de trigo en un área del centro de Italia, Bélgica, Noruega, Croacia Oriental y 

Holanda (Waalwijk et al., 2003; Audenaert et al., 2009; Spanic et al., 2010; 

Covarelli et al., 2015; Hofgaard et al., 2016), de cebada en Suiza (Schöneberg et 

al., 2016), y de trigo y cebada en Sudamérica (Angelotti et al., 2006; Álvarez et al., 

2009; Reynoso et al., 2011; Umpierrez-Failache et al., 2013; Castañares et al., 

2016). Otras especies de Fusarium, como F. pseudograminearum, son 

responsables de la fusariosis de la espiga en las regiones trigueras de Australia, 

aunque se ha informado con mayor frecuencia como un patógeno que afecta el 

sistema radical (Manning et al., 2000). Esta especie causa principalmente la 

enfermedad de la podredumbre de la corona que afecta al trigo en regiones 

como Australia, Túnez, Sudáfrica y Nueva Zelanda donde prevalecen las 

condiciones climáticas secas (Monds et al., 2005; Desmond et al., 2006; 

Lamprecht et al., 2006; Gargouri et al., 2011). En Argentina, Álvarez et al. (2011) y 

Castañares et al. (2012) describieron el primer informe de F. pseudograminearum 

causando fusariosis de la espiga en trigo y cebada, respectivamente. Esta especie 

es capaz de producir también micotoxinas.  

En Europa, los granos de cereales frecuentemente están contaminados 

por especies de Fusarium como F. culmorum, F. avenaceum y F. poae. Aunque, 

generalmente, el contaminante más común es F. graminearum 
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(Nicholson et al., 2003). Sin embargo, la presencia de distintas especies de 

Fusarium está sujeta a cambios climáticos a lo largo de un período de años y a 

prácticas agrícolas, como las aplicaciones de pesticidas y la fertilización con 

nitrógeno (Beccari et al., 2017; Schöneberg et al., 2016). En Suecia, F. avenaceum 

fue la especie con mayor incidencia en los granos de trigo, seguida por F. poae, 

mientras que F. graminearum fue la más abundante (Karlsson et al., 2017). En la 

región de Umbría, en el centro de Italia, Beccari et al. (2016) encontraron que la 

especie de Fusarium predominante en los granos de cebada fue F. avenaceum, 

seguida de F. graminearum y F. poae. En un estudio de campo de tres años, F. 

poae fue la especie más frecuente, seguida por F. incarnatum – F. equiseti 

(complejo), F. graminearum y F. avenaceum (Beccari et al., 2017). 

Entre todas las especies de Fusarium, F. cerealis y F. poae se han 

considerado como patógenos menores entre las especies capaces de producir 

fusariosis de la espiga. Se ha reportado que F. cerealis causa podredumbre roja 

en el maíz en Europa, en trigo en el este de Estados Unidos y se aisló de granos 

de cebada en Argentina (Logrieco et al., 2003; Schmale et al., 2011; Castañares et 

al., 2013). De manera similar, F. poae es otra especie de Fusarium comúnmente 

aislada de varios sustratos, considerada por algunos autores como uno de los 

principales productores de micotoxinas (Rotter et al., 1996; Covarelli et al., 2015; 

Nogueira et al., 2018). 
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1.4. Técnicas moleculares de identificación de especies de Fusarium 

 

 La identificación de especies de géneros fúngicos es una práctica 

cotidiana en grupos de investigación estrictamente o vinculados con la micología. 

A grandes rasgos se puede clasificar, por un lado, las técnicas de identificación 

morfológica (o técnicas tradicionales) y, por el otro, técnicas de identificación 

molecular. Para el género Fusarium, las técnicas de identificación morfológica 

más comúnmente empleadas son las propuestas por Leslie & Summerell (2006) 

como se mencionó anteriormente. 

 Varias pruebas de diagnóstico molecular han sido desarrolladas para la 

identificación y detección de los principales hongos implicados en la fusariosis de 

la espiga (Koopman et al., 1994; Ouellet y Siefert, 1993; Parry y Nicholson, 1996). 

La mayoría de estos se basan en el uso de la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Para esta técnica se utilizan cebadores específicos donde se pueden 

diferenciar especies del género Fusarium. Estos cebadores pueden estar 

diseñados en base a ADN de genes multicopia, ya que presentan una mayor 

sensibilidad al estar con una concentración mayor en la muestra (como en 

reacciones especie específicas para la identificación de Fusarium poae). 

 Otro método de identificación molecular radica en la amplificación de 

regiones conservadas del genoma, características de cada especie, mediante 

reacciones de PCR y su posterior (o no) secuenciación del fragmento amplificado. 

En muchos organismos, el ADN mitocondrial tiene una tasa de evolución más alta 
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que el ADN nuclear (Brown et al., 1979). Esta tasa es aproximadamente 16 veces 

mayor en el gen de ADNr de la subunidad pequeña mitocondrial (mtSSU) que en 

el gen de ADNr de la subunidad pequeña nuclear en 10 especies de hongos 

(Bruns y Szaro, 1992). Lo que respecta al ADN fúngico, se conoce que los motivos 

de la secuencia del gen del factor de elongación 1-alpha (EF-1a) se pueden 

utilizar para la identificación de especies y estudios de linaje de Fusarium (Geiser 

et al. 2004; Kristensen et al., 2005). Comparaciones de marcadores filogenéticos 

en Fusarium demuestran que el gen EF-1a posee considerablemente más 

información filogenética que el mtSSU (O’Donnell et al. 1998). Gracias a estos 

estudios, hoy en día se conoce que la combinación de EF-1a y otros genes 

proporcionan mayor información entre y dentro de los linajes, como el gen de la 

tubulina, calmodulina, etc. 

 

1.5. Micotoxinas - Deoxynivalenol (DON) - Nivalenol (NIV)  

 

 Las micotoxinas son "metabolitos fúngicos secundarios cuya ingestión, 

inhalación o absorción cutánea reduce la actividad, hace enfermar o causa la 

muerte de animales (sin excluir las aves) y personas" (Pitt, 1996). Son un grupo 

de metabolitos de bajo peso molecular que producen algunos hongos y que 

contaminan cereales con los que se produce alimento tanto para humanos como 

para animales. Estos hongos, responsables de la producción de las micotoxinas, 

han crecido en algún momento del ciclo de cultivo o de la etapa inicial del 
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almacenamiento (Moss, 1989).  

 Una micotoxina se considera "importante" si se ha demostrado su 

capacidad para tener efectos sobre la salud de las personas y la sanidad de los 

animales en diversos países del mundo. Para determinar el umbral de las 

relaciones entre la dosis y la respuesta a una micotoxina hay que identificar el 

nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) o el mínimo nivel con efecto adverso 

observable (LOAEL). Otro parámetro utilizado en el estudio de las micotoxinas es 

la dosis segura a ser ingerida por el humano. Para esto, se introduce el concepto 

de ingesta diaria tolerable provisional (IDTP) (Soriano del Castillo, 2007). 

 Los géneros fúngicos mayormente asociados a la producción de 

micotoxinas son Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Ciertas especies de Fusarium 

son productoras potenciales de tricotecenos, toxinas que son peligrosas para la 

salud de humanos y animales a través de la asociación con ciertas patologías, por 

ejemplo, emesis y rechazo de alimentación o pérdida de apetito, entre otras 

consecuencias negativas (D’Mello et al., 1999; Desjardins, 2006). Los tricotecenos 

son tóxicos potentes de las células eucarióticas y causan lesiones dérmicas, 

alteraciones de la respuesta inmunológica e inhibición de la síntesis de 

macromoléculas, con acción letal en dosis altas (Desjardins et al. 1993). Una 

característica muy importante para la industria alimenticia es que no se degradan 

en el procesamiento normal de alimentos (Eriksen, 2003). Estas micotoxinas se 

dividen según su estructura química en 4 categorías: A, B, C y D. Los tricotecenos 

producidos por el género Fusarium pertenecen a los grupos A y B. Los del tipo A 
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incluye toxinas como la toxina T-2 y toxina HT-2, mientras que los del tipo B 

incluye al deoxynivalenol (DON), sus acetil derivados como 3-acetildeoxinivalenol 

(3-ADON), 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON), nivalenol (NIV), y fusarenona X 

producidos, principalmente, por F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis y F. 

poae (Fernández Pinto et al. 2013). 

 El DON, que también es conocido como vomitoxina debido a brotes de 

síndrome emético en ganado (Omurtag & Beyoglu, 2003), es la micotoxina 

producida mayormente por Fusarium graminearum y F. culmorum. Es una 

micotoxina que contamina cereales como maíz, trigo, arroz, centeno y cebada y 

se encuentra normalmente en productos como cereales de desayuno, aperitivos, 

malta, cerveza y pan (Comisión Europea, 1999). Es muy estable durante el 

almacenamiento poscosecha, molienda del grano y procesado de las harinas 

resultantes. Se conoce que su estabilidad se mantiene hasta los 121 °C, presenta 

leve inestabilidad a los 180 °C y se logra una completa inactivación cuando 

permanece por 10 minutos a 370 °C. En condiciones ácidas se mantiene 

inalterada, siendo inactivada en presencia de hipoclorito de sodio al 3 o 5 % 

(Ehling et al., 1997; Cirillo et al., 2033; Hazel & Patel, 2004; Lori y Rizzo, 2007). La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) la considera como una toxina 

teratogénica, neurotóxica e inmunosupresora. Los efectos críticos que produce el 

DON fueron evaluados en ratones y cerdos, demostrando que con niveles entre 

0,04 y 0,375 µg/g no se observan efectos tóxicos (NOAEL). Con respecto a su 

ingestión en humanos, se han relacionado micotoxicosis con niveles de esta 

toxina entre 3 y 93 µg/g. Los síntomas observados fueron náuseas, vómitos, 
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trastornos gastrointestinales, vértigo y dolor de cabeza (Pestka, 2010). Del grupo 

de los tricotecenos, el DON es la micotoxina más frecuente de la dieta humana 

(Wartha et al., 2012). 

 El NIV es una micotoxina menos estudiada que el DON en cuanto a su 

genotoxicidad y sus mecanismos de toxicidad. Son micotoxinas estructuralmente 

muy similares pero la toxicidad es muy diferente, siendo el NIV 10 veces más 

tóxico que el DON. Principalmente, es producido por Fusarium cerealis y F. poae, 

aunque también puede producirla especies como F. culmorum y especies del 

complejo F. graminearum. Se suele hallar en la mayoría de los cereales y 

productos que suele encontrarse el DON. En humanos, puede estar relacionada 

con hemorragia pulmonar y cerebral y lesión de la médula ósea a través de la 

interrupción de la síntesis del ADN y proteínas. Según Forsell y Petska (1985), el 

NIV es linfotóxico al inhibir células B y T. También se lo relaciona a la inhibición de 

la síntesis de proteínas por interferir en la función ribosomal en conejos (Ueno & 

Fukushuma, 1968). En suero de ratones, Choi et al. (2000) demostraron que esta 

micotoxina puede inhibir el antígeno específico IgE (efectores de anticuerpos en 

la alergia). El efecto de esta toxina se evaluó también en líneas celulares de 

macrófagos de monocitos murinos, cuyos resultados determinaron un fuerte 

efecto citotóxico en las líneas celulares utilizadas, que se podría atribuir a una 

aceleración de la vía apoptótica (Marzocco et al., 2009). 
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1.6. Determinación de micotoxinas 

 

 Para la determinación de micotoxinas se utilizan distintas técnicas según 

las necesidades de especificidad, la muestra a analizar y la disponibilidad de 

recursos. Una de ellas, es la técnica basada en la unión específica de antígeno 

(micotoxina)-anticuerpo, donde un antígeno específico puede distinguir la 

estructura tridimensional de una única micotoxina. Esta técnica llamada ELISA 

(Ensayo de inmuno-adsorción vinculado a enzimas) es una de las más utilizadas 

en análisis de rutina. La micotoxina es extraída de la muestra molida con un 

solvente y luego se mezclan una parte del extracto de la muestra y la micotoxina-

enzima-conjugado (Figura 8a). La mezcla es colocada en un pocillo recubierto con 

anticuerpos (Figura 8b). La toxina de la muestra y los estándares de control 

compiten con el conjugado por los sitios de unión de los anticuerpos (Figura 8c). 

Luego de un lavado (Figura 8d), se agrega el sustrato para la enzima que tiñe de 

color azul la mezcla (Figura 8e). La intensidad del color es inversamente 

proporcional a la concentración de la toxina en la muestra o al estándar. Para 

detener la reacción y poder medir la concentración de micotoxina, se agrega un 

“stop” a la solución y esta se torna amarilla (Figura 8f) (la Figura 8 esta 

modificada desde Zheng et al., 2006). La medición se realiza utilizando un lector 

ELISA con un filtro de absorbancia de 450 nm y se comparan la densidad óptica 

de la muestra con las de los estándares. 
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Figura 8. Técnica por ELISA. Los círculos rojos representan la micotoxina, los 

círculos representan la micotoxina-enzima-conjugado, las “Y” representan los 

anticuerpos y las “S” representan el sustrato.  

 

 El uso de estos kits de detección por ELISA es una alternativa simple, 

económica y altamente específica, que tiene la ventaja adicional de ser portables 

(se pueden llevar a campo) (Zheng et al., 2004). Aunque, los anticuerpos son muy 

sensibles y específicos, y también pueden interactuar con la matriz de la muestra 

subestimando o sobrestimando la concentración de micotoxinas en algunos 

casos (Trucksess & Koeltzow, 1995). Como consecuencia, este inmunoensayo se 

limita a algunos tipos de muestras, principalmente cereales, y no está validado 

para alimentos balanceados (Zheng et al., 2006). Además, dado que esta técnica 

es semicuantitativa, la interpretación de los resultados puede ser difícil cuando la 

concentración de micotoxinas de la muestra está cerca del nivel de corte del 

método. 
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 Otra técnica de determinación de micotoxinas es la prueba 

inmunocromatográfica de flujo lateral. Esta se ha utilizado durante muchos años, 

aunque es bastante reciente en pruebas de micotoxinas (Zheng et al., 2006). Una 

tira de prueba de inmunocromatografía típica se compone de una almohadilla de 

muestra, una almohadilla de conjugado, una membrana, una almohadilla 

absorbente y un respaldo adhesivo (Figura 9a). El esquema de reacción 

competitiva se usa con mayor frecuencia cuando se analizan moléculas pequeñas 

con determinados antigénicos, como las micotoxinas (Figura 9b). Se añade el 

extracto a analizar en la almohadilla de muestra. Cualquier micotoxina presente 

se une al complejo de anticuerpo anti-micotoxina en la almohadilla de conjugado 

y migran junto con el complejo segundo anticuerpo anti-micotoxina a lo largo de 

la membrana. La membrana contiene una zona de prueba y una zona de control, 

las cuales contienen un conjugado de micotoxina-proteína y un 2do anticuerpo, 

respectivamente. El conjugado de micotoxinas-proteínas en la zona de prueba 

puede capturar cualquier complejo de partículas libres de anticuerpos anti-

micotoxina, permitiendo que las partículas de color se concentren y formen una 

línea visible. Por lo tanto, una muestra positiva con una concentración de 

micotoxinas mayor o igual al nivel de corte del ensayo no dará como resultado 

una línea visible en la zona de prueba. A la inversa, una muestra negativa con una 

concentración de micotoxinas menor al nivel de corte formará una línea visible 

en la zona de prueba. La zona de control siempre será visible, 

independientemente de la presencia o ausencia de micotoxinas, ya que el 2do 

anticuerpo siempre captura el complejo anticuerpo anti-micotoxina que indica la 
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validez de la prueba realizada. Los beneficios de esta prueba son que es fácil de 

usar, muy rápida, tiene estabilidad a largo plazo y es portable. Sin embargo, esta 

técnica solo puede proporcionar resultados semicuantitativos (como los 

proporcionados mediante ELISA) y, para muestras positivas, la concentración 

exacta de micotoxinas requeriría confirmación mediante otro método. 

 

Figura 9. Técnica por flujo lateral. Composición de una tira de prueba de 

inmunocromatografía típica (a). Esquema de reacción competitiva (b). 
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El ensayo fluorométrico es otro método eficaz para el análisis de 

micotoxinas que ha estado disponible durante más de una década. A diferencia 

de los anteriores, este método es cuantitativo. Para obtener resultados de 

micotoxinas precisos mediante un ensayo fluorométrico, es muy importante 

eliminar las interferencias en las muestras antes de la medición ya que otros 

compuestos en el extracto pueden tener fluorescencia que podría alterar las 

lecturas. Los ensayos fluorométricos disponibles utilizan dos métodos de limpieza 

de muestras que han demostrado ser eficaces para eliminar las interferencias del 

ensayo: limpieza con columna de inmunoafinidad (IAC) y limpieza con columna 

de extracción en fase sólida (SPE). Utilizando las IAC, la micotoxina se puede 

concentrar en la columna, lo que aumenta la sensibilidad del ensayo 

fluorométrico o disminuye su límite de detección. Sin embargo, las IAC tienen 

una capacidad de carga limitada y los procedimientos de limpieza de la muestra 

son más complicados en comparación con otros métodos rápidos para 

micotoxinas. Las SPE se pueden usar para el análisis de multitoxinas por otros 

métodos. La columna tiene una vida útil prolongada porque no contiene 

reactivos biológicos y se puede almacenar a temperatura ambiente. A diferencia 

de las IAC, algunas columnas de SPE no pueden concentrar la micotoxina durante 

el procedimiento de limpieza, y también la recuperación puede variar 

dependiendo de la complejidad de la muestra.  

 Los métodos analíticos convencionales para las micotoxinas incluyen 

cromatografía de capa fina (TLC), cromatografía de gases (GC) y cromatografía 

líquida de alto rendimiento (HPLC). La mayoría de estos métodos emplean la 
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limpieza con SPE de extractos y técnicas de inmunoafinidad para eliminar las 

interferencias y mejorar la medición de las micotoxinas. La GC fue desarrollada 

en 1941 como alternativa a la cromatografía líquida, sugiriendo que la fase móvil 

líquida podía ser reemplazada por un gas adecuado. Dicha recomendación fue 

basada en que, debido a la mayor difusión de los solutos en los gases, comparado 

con los líquidos, el proceso de equilibrio involucrado en los procesos 

cromatográficos puede ser mucho más rápido y así las columnas más eficientes y 

los tiempos de separación más cortos, aunque esta técnica resulta más costosa 

que el HPLC. 

 La técnica de HPLC se basa principalmente en la distribución de los 

componentes de una mezcla (harinas de granos o soluciones a base de 

alimentos), previamente limpiada, entre una fase fija (fase estacionaria) y otra 

que se desplaza (fase móvil). El proceso de separación entre dos o más analitos 

empieza cuando uno es retenido más fuertemente por la fase estacionaria que 

el/los otro/s, que tiende/n a desplazarse más rápido por la fase móvil (Figura 10).  

 Esta técnica involucra métodos con diferentes columnas de fase normal o 

fase reversa, soluciones y gradientes de elución distintos, métodos de detección, 

preparación de muestras y procedimientos de purificación donde las micotoxinas 

se caracterizan por el tiempo de retención (Rahmani et al., 2009). 
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Figura 10. Proceso de separación de analitos por HPLC. 

 

 Actualmente, la técnica de HPLC es una de las más utilizadas en la 

cuantificación de micotoxinas por diversas razones. Si bien esta técnica requiere 

de instrumental y equipamientos costosos, sus procedimientos son relativamente 

sencillos y rápidos. Resulta ser muy específica dentro de las técnicas cuantitativas 

y es posible determinar varias micotoxinas de una misma muestra. Otra 

característica que resulta interesante es que su alta resolución permite obtener y 

separar compuestos de muestras mixtas. Esto permite que, en el mismo ensayo, 

se pueden identificar y cuantificar la/las toxina/s y, a su vez, recuperar para 

ensayos posteriores. 
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1.7. Regulación de micotoxinas en el mercado 

 

 Las buenas prácticas agrícolas pueden reducir significativamente los 

factores de riesgo y hasta suelen prevenir la contaminación por hongos del 

género Fusarium. A pesar de esto, para proteger la salud pública es importante 

que se establezcan y regulen contenidos máximos de micotoxinas en cereales no 

elaborados, así como en alimentos procesados, ya que, como se explicó 

anteriormente, se conoce que muchas de estas son estables luego de procesos 

normales de elaboración de alimentos y bebidas, por lo tanto, es posible 

detectarlas no solo en alimentos sin procesar, sino también en los procesados.  

La regulación de granos contaminados con micotoxinas varía entre 

regiones y/o países del mundo. En Europa, se ha establecido límites máximos de 

DON en granos no procesados (que no sean trigo duro, avena y maíz) a 1,25 µg/g, 

por parte de la Comisión de Regulación (EC) de las comunidades europeas 

(Regulación EC 1881/2006, Regulación EC 1126/2007). Sin embargo, aún no se ha 

establecido el límite máximo para NIV, siendo este último más complejo 

toxicológicamente hablando que el anterior. Según la Comisión Europea, la 

regulación de DON es suficiente para proteger a los consumidores de micotoxinas 

generadas por especies de Fusarium debido a la ocurrencia simultánea de estas. 

De manera similar, la Agencia de Vigilancia de la Salud de Brasil (Agencia Nacional 

de Vigilancia Sanitaria: ANVISA) estableció un límite de 1,00 µg/g de DON en 

cebada malteada (ANVISA, 2017). En Uruguay, se establece límite máximo de 
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1,00 µg/g de DON en harinas y subproductos de trigo, pero no se establecieron 

aún en granos de cebada o productos originados con dicho cereal (Centro de 

Información oficial, Normativas y avisos legales de Uruguay, 2006).  

 A nivel mundial, desde el 2011, existe un anteproyecto para revisar los 

niveles máximos de DON y establecer límites máximos para sus derivados 

acetilados en cereales y productos a base de cereales. El mismo fue revisado 

posteriormente con el fin de establecer límites máximos, métodos de muestreo y 

análisis de muestras. El Comité del Codex sobre Contaminantes en los Alimentos 

acordó reanudar el trabajo sobre los niveles máximos para DON y sus derivados 

acetilados en cereales y en productos a base de cereales, en vista de la existencia 

de suficientes datos sobre la presencia de estas toxinas (FAO/OMS, 2011).  

Los límites para la contaminación por DON y/o NIV aún no se han 

establecido en ciertos países de América del Sur, como en Argentina. En nuestro 

país, actualmente existe un anteproyecto en el que se establecen como límites 

máximos 2 µg/g de DON en cereales, límites máximos 1 µg/g de DON en 

productos a base de cereales (harinas) y límite máximo 0,5 µg/g de DON en 

alimentos a base de cereales para lactantes y niños de corta edad (Comisión del 

Codex Alimentarius 2013). Por otro lado, en la reunión del Comité sobre 

Contaminantes de los Alimentos en marzo del 2015, se acordó revisar el 

anteproyecto del Código de prácticas para prevenir y reducir la contaminación de 

los cereales por micotoxinas creado en el 2003. En esta se propusieron prácticas 

recomendadas a partir de buenas prácticas agrícolas y buenas prácticas de 
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fabricación. Algunas de ellas son: 

 Educar a los productores en cuanto a los factores ambientales que 

favorecen la infección, la proliferación fúngica y la producción de toxinas en los 

cultivos de cereales en las explotaciones agrícolas. 

 Las autoridades nacionales deben apoyar la investigación sobre 

métodos y técnicas para prevenir la contaminación fúngica en el campo y durante 

la cosecha y el almacenamiento de los cereales.  

 Considerar la posibilidad de elaborar y mantener un plan de 

rotación de cultivos para evitar que se plante el mismo cultivo en el mismo 

campo en dos años consecutivos.  

 Siempre que resulte posible y práctico, preparar el terreno para la 

siembra de cada nuevo cultivo destruyendo, eliminando o arando por debajo de 

las espigas antiguas, los tallos y otros rastrojos que puedan servir o haber servido 

de sustrato para el desarrollo de hongos productores de micotoxinas. En zonas 

vulnerables a la erosión quizás sea necesario aplicar prácticas que excluyan la 

labranza, en aras de la conservación del suelo.  

 Siempre que resulte práctico se elegirá, para sembrar los cultivos, 

un momento que permita evitar altas temperaturas y tensión debida a la sequía 

durante el período de desarrollo y maduración de los granos.  

 Reducir al mínimo los daños provocados por insectos y por 

infecciones fúngicas en las proximidades del cultivo, así como también los daños 

mecánicos a las plantas durante el cultivo.  

 Programar la recolección de manera que el grano tenga un bajo 
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contenido de humedad y esté en plena madurez. 

 Los contenedores que vayan a utilizarse para recoger el grano y 

transportarlo del campo a las instalaciones de secado, y de éstas a los almacenes, 

deberán estar limpios, secos y exentos de insectos y proliferación fúngica.  

 Evitar el apilamiento o amontonamiento de producto húmedo 

recién recolectado por un lapso superior a unas pocas horas antes del secado o la 

trilla. 

 Documentar los procedimientos de recolección y almacenamiento 

utilizados en cada temporada tomando nota de las mediciones (por ejemplo, la 

temperatura y la humedad) y de cualquier desviación o cambios con respecto a 

las prácticas tradicionales.  

 El Sistema de Análisis de Peligros y de Puntos Críticos de Control es 

un método de gestión de la inocuidad de los alimentos que se utiliza para 

identificar y controlar los peligros en el sistema de producción y elaboración.  

 

1.8. Interacciones entre Fusarium y hospedante 

 

 En los agroecosistemas, se define como patosistema vegetal a la 

interacción entre un hospedante vegetal y un huésped que altera el 

funcionamiento del hospedante provocando una enfermedad. Esta interacción es 

estable siempre y cuando no sea modificada por el humano, debido a que los 

desequilibrios en la interacción son regulados por los mismos hospedantes y/o 



Capítulo I 

42 

huéspedes. 

 Los estudios de interacción planta-patógeno generalmente se realizan en 

el hospedante específico del cual se aisló el agente patógeno, sin embargo, esto 

puede no ser práctico u óptimo en los casos en que el hospedante tenga un ciclo 

de vida largo, requiera gran espacio para su crecimiento y/o posea un genoma 

grande o complejo. En tales casos, las especies asignadas como "plantas modelo" 

pueden proporcionar una alternativa oportuna. Por ejemplo, Arabidopsis 

thaliana es el hospedante más utilizado con ventajas reconocidas que la hacen 

útil para el análisis molecular y genético (Dangl, 1993). En primer lugar, es un 

verdadero diploide con un ciclo de vida corto que va desde 6 semanas a 8 

semanas bajo determinadas condiciones de cultivo. Su rápido crecimiento 

permite el análisis de un gran número de individuos en un mínimo espacio, por lo 

tanto, la consiguiente amplificación rápida de los genotipos útiles para 

posteriores estudios. Además, es de fecundación autógama y produce numerosas 

semillas que permanecen viables durante muchos años. En segundo lugar, su 

compacto genoma con relativamente pocas secuencias repetidas y un bajo 

contenido en ADN (aproximadamente 70 Mpb por núcleo haploide, unas 25 

veces el tamaño del genoma de Escherichia coli), la convierten en la planta 

superior de genoma más pequeño conocido. En tercer lugar, puede ser 

transformada por Agrobacterium tumefaciens y mediante el plásmido Ti es 

posible introducir genes de interés y mantenerlos de forma estable.  

 Existen trabajos relacionados a diversas especies patógenas de cereales 
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de gran importancia que se han focalizado en la interacción Arabidopsis – 

patógeno, siendo el estudio con Fusarium graminearum uno de ellos. En estos se 

comprobó la compatibilidad del sistema y se conocen sus vías de señalización. 

Hoy en día se cuenta con mutantes de Arabidopsis con reducida percepción del 

etileno, las cuales han evidenciado mayor susceptibilidad frente a F. 

graminearum demostrando de esta manera la participación de la vía del etileno 

en respuesta a este patógeno (Chen et al., 2006; 2009). Recientemente, se realizó 

la primera evaluación de fitohormonas de Arabidopsis thaliana en presencia de F. 

poae mediante el uso de mutantes de las vías de señalización del ácido salicílico, 

ácido jasmónico y etileno, en la cual se observaron síntomas en las hojas 

inoculadas que permiten demostrar la capacidad de F. poae para infectar y 

desarrollarse en las hojas de Arabidopsis (Dinolfo et al., 2017).  

 A pesar de los numerosos estudios realizados utilizando este modelo para 

investigar especies causantes de la fusariosis de la espiga, Arabidopsis thaliana 

no es un hospedante natural de especies de Fusarium (Urban et al., 2002; Dinolfo 

et al., 2017). En la última década, un miembro de la familia Poaceae (como lo es 

la cebada) conocida como Brachypodium distachyon ha sido propuesta como la 

especie de planta modelo para cereales de grano pequeño. Esta especie tiene 

varias características que hacen de esta una planta adecuada para los estudios de 

interacción planta-patógeno: pequeño tamaño, auto-fertilidad, requisitos de 

crecimiento simple, ciclo de vida corto (2-3 meses), un genoma relativamente 

pequeño en comparación con otras gramíneas (Draper et al., 2001) y, hace un 

tiempo, fue publicada la secuencia completa de la línea Bd21 (International 
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Brachypodium Initiative (IBI) 2010). Por lo tanto, hay algunas características 

genéticas y fisiológicas compartidas entre las gramíneas que permiten la 

traducción de los hallazgos utilizando este modelo de planta a otros miembros de 

la familia (Vogel et al., 2010; Chochois et al., 2012; Schneebeli et al., 2015). Se ha 

demostrado que B. distachyon es una especie hospedante para muchos 

patógenos de cereales como Claviceps purpurea, Rhizoctonia solani, Oculimacula 

spp., Ramularia collo-cygni y Cochliobolus sativus, entre otros (Peraldi et al., 

2014; Schneebeli et al., 2015; Zhong et al., 2015; Kind et al., 2018). Con respecto 

a Fusarium, varios informes han demostrado que F. graminearum desarrolla 

síntomas típicos de la fusariosis de la espiga en B. distachyon y se propone el uso 

potencial de esta planta modelo para estudiar la interacción (Peraldi et al., 2011; 

Pasquet et al., 2014; Blümke et al., 2015). Por otro lado, ciertas características de 

los cultivos, como el trigo y la cebada, en relación a su tamaño genómico, su ciclo 

biológico, tamaño de planta, etc., hacen necesaria la búsqueda de sistemas 

compatibles de interacción planta-patógeno, que faciliten y puedan ser 

extrapolables a estos. Por ello, el empleo de la gramínea B. distachyon, como 

modelo reciente, hace posible plantear nuevos sistemas de estudio que permitan 

profundizar en el conocimiento de ciertas interacciones, en menor tiempo y que 

a futuro, puedan ser utilizadas en estudios comparativos, en búsqueda de 

características/genes que luego puedan ser aplicados a los cultivos. 

 A lo largo de los años, varios investigadores han evaluado la interacción 

de diferentes especies de Fusarium como un aspecto fundamental para 

comprender la interacción entre el hospedante y el patógeno. Para ello 
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emplearon el uso de diferentes tejidos vegetales con el objetivo de encontrar un 

método rápido, confiable y eficiente para los ensayos de agresividad. Sin 

embargo, hasta la fecha, pocos estudios se han centrado en evaluar la interacción 

de las especies de Fusarium utilizando Brachypodium como modelo vegetal. 

 

Debido a los efectos sobre la salud y las pérdidas económicas ocasionadas 

por la presencia de Fusarium se considera fundamental estudiar la diversidad de 

especies de este género en cereales de importancia como la cebada y la 

presencia de micotoxinas en sus granos. Así como también evaluar la interacción 

de las especies más recurrentes y/o toxigénicas obtenidas de los granos de 

cebada, en plantas modelo que permitan relacionar los efectos sobre gramíneas 

de interés agroalimenticios, utilizando un sistema rápido, económico y sencillo. 

 

1.9. Hipótesis de trabajo 

 

“La población de Fusarium es heterogénea a nivel de especie y por lo 

tanto en su potencial y producción de toxinas en los granos de cebada” 

 

“Diferentes ecotipos de la planta modelo Brachypodium distachyon 

interactúan de diferente manera con distintas especies de Fusarium y entre 

distintos aislamientos de una misma especie” 
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1.10. Objetivos 

 

1.10.1. Objetivo general 

 

El objetivo general de esta tesis es aportar conocimientos sobre uno de 

los géneros de patógenos fúngicos de interés agro-alimenticio más importante 

como generador de mermas en el rendimiento y como productor de toxinas 

nocivas para la salud humana y animal, en uno de los cultivos de invierno con 

mayor crecimiento de los últimos años. 

 

1.10.2. Objetivos específicos 

 

- Identificar las especies de Fusarium presentes en granos de 

cebada. 

- Determinar la potencial producción de toxinas de las especies de 

Fusarium mayormente aisladas de los granos de cebada. 

- Cuantificar las toxinas más importantes presentes y producidas 

por las especies de Fusarium más aisladas en granos de cebada. 

- Realizar estudios de interacción entre Fusarium spp. con la nueva 

especie modelo gramínea Brachypodium distachyon. 
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CAPÍTULO II: 

Materiales y Métodos  
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2. 1. Obtención de las muestras de cebada a analizar 

 

Las muestras utilizadas en este estudio se recopilaron a partir de 

muestreos realizados durante tres años (2012, 2013, 2014) en las principales 

zonas productoras de cebada de nuestro país. Muchas de estas muestras fueron 

recibidas a través de la Red Nacional de Cebada Cervecera. Esta Red es una 

actividad público-privada coordinada por el grupo de trabajo del INTA Bordenave 

y que está enmarcada en un convenio de asistencia técnica entre INTA Argentina 

y empresas que conforman la Cámara de la Industria Cervecera. Además, se 

recibieron muestras enviadas por distintos productores de la zona. Las 24 

localidades muestreadas fueron: Ayacucho, Azul, Balcarce, Bordenave, Coronel 

Pringles, Coronel Suarez, Daireaux, Dorrego, General La Madrid, Guaminí, 

Lobería, Miramar, Necochea, Olavarría, Quequén, Saavedra, San Carlos de 

Bolívar, San Cayetano, Tandil, Trenque Lauquen, Tres Arroyos, 9 de Julio (Provincia 

de Buenos Aires), Paraná (Provincia de Entre Ríos) y Oliveros (Provincia de Santa 

Fe) (Figura 11). Algunas de las muestras utilizadas para este ensayo contaban con 

el dato del genotipo a la que correspondían: Explorer, Scrabble, Shakira, Andreia, 

Qcarisma y Scarlett (Tabla 2, Capítulo 3).  

Cada muestra constó de unos 2 kg de grano aproximadamente, los cuales 

se fraccionaron y redujeron a 200 g utilizando un divisor de granos “Cuarteador 

peine” Cerealtools. Estos fraccionamientos se almacenaron a 4 °C hasta su 

utilización para los distintos ensayos. 
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Figura 11. Distribución geográfica de las localidades muestreadas. 

 

2. 2. Caracterización de especies de Fusarium 

 

2.2.1. Aislamiento 

 

Para aislar las especies de Fusarium presentes en las muestras de cebada 

se desinfectaron 10 g de granos superficialmente. Para ello, se realizaron dos 

lavados consecutivos con etanol al 70 % durante 2 min y dos lavados con 

hipoclorito de sodio al 5 % durante el mismo tiempo. Se lavaron con agua 

destilada estéril y se colocaron 200 granos de cada muestra en placas de Petri (9 
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cm de diámetro) con Agar Papa Glucosado 2 % (APG) con cloranfenicol (0,25 g/l) 

(10 granos por placa, 20 placas por muestra) (Figura 12a). La manipulación de los 

granos se realizó bajo flujo laminar, con mechero encendido y con pinzas 

estériles, teniendo en cuentas medidas de seguridad y esterilidad necesarias. Las 

placas se incubaron en cámara de crecimiento a 25 °C por 5-7 días, con 

alternancia de 12 h luz/oscuridad (Leslie & Summerell, 2006). Cuando se observó 

suficiente crecimiento fúngico sobre los granos de cebada incubados, se eligieron 

los potenciales aislamientos de Fusarium y repicaron en tubos de APG pico de 

flauta y en placas de Petri con medio Agar Agua Clavel (CLA) para su posterior 

identificación morfológica (Figura 12b). La selección y la elaboración de los 

medios de cultivo se tuvo en cuenta lo descripto por Leslie & Summerell (2006). 

Figura 12. Placas de APG incubadas con granos de cebada (a- momento inicial y 

b- después de 5-7 días) con diversos hongos desarrollados. La flecha en verde 

señala un potencial aislamiento de Fusarium. 

 

 

a                         b 
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2.2.2. Identificación morfológica 

 

Cada aislamiento se idenfiticó morfológicamente mediante observaciones 

microscópicas del micelio crecido sobre el medio CLA (Figura 13a) y la evaluación 

de los tubos de APG pico de flauta de cada uno (Fugura 13b), como recomienda 

Leslie & Summerell (2006). Las placas fueron inoculadas con cada aislamiento e 

incubadas durante 7-10 días en cámara de cultivo, con las condiciones de cultivo 

anteriormente descriptas. Una vez que se corroboró el crecimiento fúngico 

(crecimiento miceliar y estructuras visibles) se realizaron las observaciones 

microscópicas en microscopio óptico binocular (M/O) OLYMPUS CX31.  

 

Figura 13. Placa con CLA (a) y tubo con APG pico de flauta (b) con Fusarium poae 

de 10 días de crecimiento.  

 

 Los aislamientos identificados dentro del género Fusarium fueron 

a          b 
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conservados en heladera a 4 °C en tubos de Spezieller Nährstoffarmer Agar (SNA) 

pico de flauta. Se utilizó este medio de cultivo debido a su capacidad para evitar 

mutaciones en las cepas fúngicas, conservando el material genético original. 

 

2.2.3. Identificación molecular 

 

2.2.3.1. Extracción del ADN 

 

 Una vez identificado morfológicamente cada aislamiento, se seleccionó al 

azar el 10 % de los representantes de cada especie para corroborar 

molecularmente su identificación. Para eso, se repicó cada aislamiento 

monospórico en una placa de APG con antibiótico para evitar contaminaciones, 

se incubó por 5 días a 25 °C con alternancia de 12 h luz/oscuridad y se extrajo el 

ADN fúngico del micelio producido. Para la extracción se utilizó el protocolo CTAB 

(cetil-trimetil-bromuro de amonio) (Doyle & Doyle, 1990) modificado por 

Stenglein & Balatti (2006). En principio, se preparó el “buffer CTAB” (100 mM 

Tris-HCl + 20 mM EDTA + 1,4 M NaCl + 0,2 % β-mercaptoetanol). Luego de la 

incubación de los aislamientos, se raspó con una espátula el micelio formado y se 

colocó en un mortero estéril con nitrógeno líquido para su trituración. Cuando el 

micelio estuvo totalmente molido, se agregó 800 μl de “buffer CTAB” + 200 μl de 

CTAB al 10 % + 1 % polivinil-pirrolidona (PVP) y se trituró nuevamente hasta su 

homogenización. La suspensión se colocó en tubos Eppendorf de 2 ml 

previamente autoclavados y se incubaron por 30 min en un termobloque seco 
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precalentado y estabilizado a 60 °C. Luego de ese período, se enrazaron los tubos 

con cloroformo isoamilalcohol (12:1) para su primer lavado. Se mezclaron las 

fases y se centrifugó a 14.000 rpm por 5 min. Una vez identificada la fase acuosa 

y traspasada a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml, se precipitó el ADN presente 

con isopropanol frio por 24 h a -20 °C. Al día siguiente, se centrifugaron los tubos 

por 10 min a máxima potencia (14.000 rpm) obteniéndose un pellet que fue 

lavado en primera instancia con etanol 70 % - acetato de amonio 10 mM y en 

segunda instancia con etanol 70 % a 4 °C. Luego de estos lavados, se dejó secar el 

pellet y, cuando se encontró libre de etanol, se resuspendió en buffer TE (10 mM 

Tris-HCl pH 8 + 1 mM EDTA pH 8). La calidad del ADN obtenido de cada 

aislamiento se corroboró mediante corridas electroforéticas (1 X buffer 

Trisborato-EDTA) de aproximadamente 2 h a 80 voltios en geles de agarosa al 0,7 

% teñidos con 3 µl de GelREd TM (Biotium, Hayward, CA, USA), se observaron por 

irradiación con luz UV, se cuantificaron y se conservaron en frío para evitar la 

degradación del ADN. 

 Para la elaboración de cada solución stock se siguieron las 

recomendaciones del manual “Molecular cloning; a laboratory manual” 

(Sambrook et al., 1989). 

 

2.2.3.2. Reacciones en cadena de la polimerasa 

 

 La identificación molecular de cada aislamiento se llevó a cabo mediante 

reacciones de PCR con cebadores especie-específicos. Para todas las reacciones, 
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se utilizaron 1 µl de la suspensión de cada ADN extraído (10-20 ng de ADN) en un 

volumen final de 25 µl de reacción. Esta solución de reacción se preparó de la 

siguiente manera: 10 X de buffer de reacción (20 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM KCl, 

0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 % glicerol, 0,5 % Tween 20 y 0,5 % Nonidet P40), 

2,5 mM MgCl2, 1 µM de cada cebador, 30 µM de dNTP (Inbio-Highway, Tandil, 

Argentina), 1 U de Taq ADN polimerasa (Inbio-Highway, Tandil, Argentina), 0,014 

% de solución de Cresol Red (Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO), 0,0005 % Tween 

20, 0,0005 % Nonidet P40 y agua destilada estéril hasta completar volumen 

final. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador XP (Bioer Technology 

Co.) y los programas utilizados fueron los sugeridos por cada autor (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Pares de cebadores especie-específicos utilizados para la identificación 

molecular de las distintas especies de Fusarium aisladas. 

 

Especie Cebadores 
Temperatura 

de hibridación 

Amplificación 
esperada 
(pares de 
bases, pb) 

Cita bibliográfica 

F. poae Fp82F/ Fp82R  62 °C 220 pb Parry  et al. (1996) 

F. graminearum 
Fg16-gram-F/ 
Fg16-gram-R  

62 °C 400-500 pb Nicholson et al. (1998) 

F. pseudo-
graminearum 

FPG-pseudo-F/ 
FPG-pseudo-R  

56-65 °C 779 pb Williams et al. (2002) 

F. tricinctum 
tri1-tricinctum/ 
tri2-tricinctum  

65 °C 215 pb Kulik (2008) 

F. acuminarum FAC-F/ FAC-R 56-65 °C 602 pb Williams et al. (2002) 

F. proliferatum PRO-F/ PRO-R  56 °C 585 pb Mulé  et al. (2004) 

F. cerealis CRO-AF/ CRO-AR  60 °C 842 pb Yoder et al. (1998) 

F. chlamydosporum Fchla-F/ Fchla-R  47 °C 300 pb Comunicación personal 

F. oxysporum Foxy-F/ Foxy-R  58 °C 340 pb Mishra et al. (2003) 

F. incarnatum – F. 
equiseti 

Feq-F/ Feq-R  66 °C 990 pb Jurado et al. (2005) 
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Los controles positivos utilizados para estas reacciones fueron ADN de 

especies previamente identificadas: Fusarium poae “I109” (Dinolfo et al., 2010), 

F. graminearum sensu stricto “Ass5” (Castañares et al., 2016) (desde ahora en 

adelante llamado “F. graminearum”), F. pseudograminearum “LPSC1154” 

(Castañares et al., 2012), F. tricinctum “Taz1a” (Castañares et al., 2011), F. 

acuminatum “HAMa1”(Galizio, 2010), F. proliferatum “Los pichones 3” (Stenglein 

et al., 2010), F. cerealis “Herrero5” (Castañares et al., 2013), F. chlamydosporum 

“14-2” (Silvestro, 2015), F. incarnatum- F. equiseti “12-15” (Silvestro, 2015) y F. 

oxysporum “19” (Silvestro, 2015). Los controles negativos fueron reacciones sin 

ADN y reacciones con ADN de otras especies. Cada producto de PCR se examinó 

por electroforesis en gel agarosa al 1,5 % con 3 µl de GelRedTM. El buffer de 

corrida, el tiempo y la visualización de los fragmentos se realizaron de igual 

manera que para evaluar la calidad del ADN. Se utilizó un estándar de peso 

molecular de ADN (100 pb) (Genbiotech S.R.L., Buenos Aires, Argentina) con un 

rango de fragmentos distinguibles de 100 pb a 1500 pb, para identificar el 

tamaño de las amplificaciones. Los geles de agarosa fueron registrados con el 

sistema de documentación digital DOC-6490 (Biodynamics S.R.L., Buenos Aires, 

Argentina). 

 

2.2.3.3. Secuenciación del factor de elongación 1-α 

 

 Se realizó la secuenciación del factor de elongación 1-α, que es un 

marcador filogenético recomendado para identificar y/o confirmar especies de 
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Fusarium (Geiser et al., 2004). Se eligió al azar un representante de cada especie 

dentro del grupo de aislamientos identificados por PCR.  

 Las amplificaciones se realizaron de la misma forma que las reacciones 

anteriormente explicadas. El programa utilizado fue el propuesto por O'Donnell 

et al. (1998) una etapa de desnaturalización inicial a 95 °C durante 2 min, seguido 

de 30 ciclos a 95 °C durante 30 seg, 54 °C durante 35 seg y 72 °C durante 45 seg, y 

un ciclo de extensión final a 72 °C durante 2 min. Se utilizaron los cebadores 

EF1(5'-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3')/EF2(5'-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3') que 

amplifican fragmentos de ≈700 pb (O'Donnell et al., 1998). Se confirmaron las 

amplificaciones de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 

con 3 µl de GelRedTM. El buffer de corrida, el tiempo y la visualización de los 

fragmentos se realizaron de la misma manera que para evaluar la calidad del 

ADN. Los fragmentos se purificaron utilizando el kit ‘PurelinkTMM Quick Gel 

Extraction and PCR Purification Combo Kit’ (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina), 

siguiendo el procedimiento sugerido en el manual del fabricante. Cada producto 

obtenido se cuantificó con un fluorómetro siguiendo las especificaciones del 

fabricante (QubitTM fluorometer, Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) y se envió 

purificado a secuenciar, en ambos sentidos, al servicio de secuenciación del 

Centro de Referencia de Lactobacilos (CERELA) - Conicet, Tucumán, Argentina. 

 Una vez recibidas las secuencias de los fragmentos, se editaron con el 

programa Bioedit 7.0 (Hall, 1999) y se compararon con la base de datos del 

Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) disponible en la página 

web (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para confirmar su identificación utilizando 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BLASTN (Altschul et al., 1990).  

 

2.3. Micotoxinas 

 

2.3.1. Potencial producción de toxinas 

 

 Las especies de Fusarium más aisladas y con capacidad de producir 

tricotecenos, fueron F. graminearum y F. poae. Por lo tanto, se seleccionaron al 

azar aislamientos representantes de cada especie (hasta el 10 % respecto al total 

de aislamientos de cada especie) para identificar a nivel genético la potencialidad 

de producir DON y NIV. Se realizaron reacciones de PCR utilizando cebadores 

específicos. El ADN de F. graminearum se amplificó con cebadores basados en el 

gen tri13 para la potencial producción de NIV y DON, Tri13NIVF(5'-

CCAAATCCGAAAACCGCAG-3')/Tri13NIVR(5'-TTGAAAGCTCCAATGTCGGGGGG-3'); 

Tri13DONF(5'-CATCATGAGACTTGTKCRAGTTTGGG-3')/Tri13DONR(5'-

GCTAGATCGATTGTTGCATTGAG-3') (Chandler et al., 2003). El ADN de F. poae se 

amplificó con cebadores diseñados a partir del gen tri7, nivPf(5'-

TATCCTTGCATGGCAATGCC-3')/nivPr(5'-AAATGGCGATACGAGTATTGA-3') para 

evaluar la capacidad genética de producir NIV (Dinolfo et al., 2012). Todas las 

reacciones se llevaron a cabo, como se describió anteriormente, utilizando 1 µl 

de la suspensión de cada ADN extraído en un volumen final de 25 µl de reacción. 

Los programas utilizados para realizar las amplificaciones fueron los sugeridos 

por cada autor (Chandler et al., 2003; Dinolfo et al., 2012). Como controles 
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positivos de cada reacción se utilizaron ADN de F. poae “I109” (Dinolfo et al., 

2010) (productor de NIV) y F. graminearum “Ass4” (productor de DON), F. 

meridionale (productor de NIV), F. cortaderiae (productor de NIV), F. 

austroamericanum (productor de DON) (Castañares et al., 2016). Como control 

negativo se realizó una reacción sin ADN. Se corrieron y visualizaron las 

amplificaciones como se describió anteriormente para las reacciones de PCR, 

junto con un estándar de peso molecular de ADN (100 pb). Se analizaron los 

fragmentos de las amplificaciones obtenidas de ≈282 pb y ≈296 pb, las cuales son 

características de genotipos DON (F. graminearum) y NIV (F. poae), 

respectivamente. 

 

2.3.2. Determinación de micotoxinas 

 

 La determinación de potencial producción de toxinas demostró que los 

aislamientos de F. graminearum eran capaces de producir DON y los aislamientos 

de F. poae eran capaces de producir NIV. Teniendo en cuenta estos resultados y la 

importancia de la toxicidad de estos compuestos, se realizó la determinación de 

las mismas en todas las muestras de cebada analizadas. 

 Las semillas (50 g) se molieron en un homogeneizador de cuchillas. Se 

extrajo una alícuota de 12,5 g de cada harina con 50 ml de acetonitrilo: agua 

86:16 (v/v) y se agitó en un agitador orbital durante 20 minutos. El sobrenadante 

se filtró con un papel de filtro N° 101. Para la limpieza, 8 ml de la suspensión se 

pasaron a través de una columna Myco Sep Trich + ® y 4 ml del 
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filtrado se evaporaron a sequedad bajo un flujo de nitrógeno a 60 °C en una 

máquina para evaporar solventes Turbo Vap L (Caliper Life Sciences, Waltham, 

MA, Estados Unidos). 

 Los extractos resultantes se resuspendieron en 500 µl de la fase móvil y se 

pasaron por un filtro de microcelulosa de 0,22 µm antes de la inyección en el 

sistema HPLC-UV/V. El análisis se llevó a cabo con un sistema de bomba de 

gradiente de HPLC Gilson equipado con un detector de 151 UV/V. La columna 

utilizada fue una Hydro RP Phenomenex 250 mm de 3 mm; 4-µm. La fase móvil 

fue acetonitrilo: agua 20:80 corriendo en modo isocrático a 1 ml/min. Los picos 

de DON y NIV se detectaron a 222 nm y la cuantificación se realizó utilizando 

estándares externos. El rango lineal estuvo entre 0,156 y 2,5 g/g, siendo de 0,156 

g/g el límite de cuantificación. Las muestras por encima del rango lineal se 

diluyeron y se volvieron a analizar para ajustar los valores de la curva de 

calibración. Se utilizaron los criterios de los umbrales de DON establecidos por la 

Comisión Europea para la evaluación de los resultados. 

 

2.4. Datos climáticos 

 

 Teniendo en cuenta la importancia de las condiciones ambientales 

durante el desarrollo del cultivo de cebada en relación a la susceptibilidad a 

Fusarium, se analizaron los datos climáticos durante los tres años muestreados, 

en particular, durante la etapa de floración.  

De cada año muestreado, se analizaron datos de precipitación, 
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temperatura y humedad relativa del 15 de octubre al 15 de noviembre de 

localidades representativas del muestreo (Azul, Balcarce, Bordenave, Miramar, 

Necochea y Paraná) (Figura 14). Se copilaron los datos del Centro Meteorológico 

Nacional. En general, se registró un régimen normal de precipitaciones en las 

diferentes localidades, con la excepción de un dato registrado en Bordenave 

durante el 2014, donde se observó una precipitación de 182 mm en un solo día 

(26 de octubre). 

 

 
 

Figura 14. Distribución del origen de los datos climáticos recopilados.  

 

2.5. Análisis estadístico 

 

Considerando los resultados de especies de Fusarium aisladas, se decidió 
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focalizar el análisis estadístico en las dos especies mayormente aisladas, F. 

graminearum y F. poae. La frecuencia de estas especies de Fusarium y las 

concentraciones de toxinas se analizaron mediante el coeficiente de correlación 

de Pearson con respecto a la asociación entre las concentraciones de toxinas y el 

porcentaje de F. graminearum y/o F. poae identificado en las muestras de 

cebada. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software InfoStat 

(versión 2016, grupo InfoStat UNC, Córdoba, Argentina, 2008). 

 

2.6. Fusarium / Brachypodium distachyon 

 

 2.6.1. Obtención y selección de los ecotipos de Brachypodium distachyon 

 

 En los últimos años, Brachypodium distachyon se ha considerado como 

una herramienta poderosa para la genómica comparativa entre gramíneas 

debido a sus características atractivas como sistema. B. distachyon (Bd) tiene un 

tamaño pequeño (20 cm aproximadamente) y un ciclo de vida rápido (8 a 10 

semanas). El ecotipo Bd21 tiene un pequeño genoma diploide totalmente 

secuenciado (272 Mbp) (International Brachypodium Initiative 2010). Es por esto 

que, en parte y para este ensayo, se realizó la inoculación de raíces de Bd 

mediante la técnica de slurry (se describe a continuación) con las especies de 

Fusarium aisladas de las muestras, que se consideraron más importantes a nivel 

agronómico y toxicológico. 

Se utilizaron 6 ecotipos de Bd de diferentes orígenes (Afganistán, Irán, 
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Israel, Pakistán, Sudáfrica y Uruguay) y el genotipo diploide Bd 21 (genoma 

secuenciado y publicado) para el ensayo de interacción. Se optó por utilizar los 

ecotipos provenientes de países representativos de distintas zonas geográficas 

(dentro de las líneas obtenidas y cedidas por la Universidad Estatal de 

Washington) (Figura 15). 

 

 
 

Figura 15. Distribución geográfica de ecotipos de Brachypodium distachyon 

utilizados para el ensayo de interacción. 

 

2.6.2. Selección de los aislamientos a inocular 

 

 A partir de los resultados de especies presentes en los granos de cebada, 

se seleccionaron las de mayor impacto agronómico y toxicológico, como se 
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mencionó anteriormente. Fusarium graminearum y F. poae fueron las especies 

más aisladas, ambas con potencial producción de toxinas importantes para la 

salud humana/animal, DON y NIV, respectivamente. Además, se aislaron dos 

especies importantes a nivel agronómico y con capacidad de producir toxinas, 

como son F. pseudograminearum (DON) y F. cerealis (NIV). Con la finalidad de 

comparar la agresividad entre especies y entre aislamientos de una misma 

especie, se eligieron al azar 3 aislamientos de F. graminearum (107-18 FG, 34-15 

FG, 102-43 FG), 3 aislamientos de F. poae (8-1 FP, 9-5 FP, 25-5 FP), 2 aislamientos 

de F. pseudograminearum (16-2 FPS, 106-35 FPS) y 2 aislamientos de F. cerealis 

(105-41 FC, 112-10 FC). La nomenclatura de los aislamientos corresponde al 

número de “muestra analizada-aislamiento obtenido” (por ejemplo: 107-18 

corresponde al aislamiento 18 obtenido de la muestra 107). Los aislamientos 

fueron obtenidos a partir de diferentes muestras recolectadas durante los tres 

años de muestreo y oriundas de 7 localidades distintas. Estos ya se encontraban 

identificados morfológica y molecularmente. 

 

2.6.3. Ensayo de interacción 

 

2.6.3.1. Preparado de inóculo 

 

 Se prepararon 16 placas de Petri con APG y antibiótico con cada 

aislamiento y se incubaron por 7 días en cámara de crecimiento a 25 °C con 

alternancia de 12 h luz/oscuridad (Leslie & Summerell, 2006). Una vez crecido el 
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micelio, se rasparon las 16 placas de cada aislamiento con una espátula estéril, 

bajo flujo laminar y se trituraron con 8 placas de Agar Agua para lograr el slurry 

(Figura 16). Inmediatamente después de su procesado, se conservó a 4 °C hasta 

el momento de la inoculación. Entre la elaboración del slurry de cada 

aislamiento, se desinfectó el material utilizado con sucesivos lavados con Etanol 

70 % durante 2 min y enjuagues con agua destilada estéril.  

 

 
 

Figura 16.  Procesado del micelio y el Agar Agua para la producción del slurry. 

 

2.6.3.2. Acondicionamiento de semillas y ensayo 

 

 Inicialmente se multiplicaron las semillas de los distintos ecotipos (Figura 

17 a y b) de manera controlada en invernáculo. Las semillas fueron cosechadas 

manualmente y almacenadas hasta su uso. Una vez que se contaba con la 

cantidad suficiente de semillas, se sacaron las cáscaras (tegumento 
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externo) de 100 semillas de cada ecotipo, se desinfectaron con Etanol 70 % 

(durante 2 min), posteriormente con Hipoclorito de Sodio 1 % (durante 2 min) y 

finalmente se lavaron dos veces durante 2 min con agua destilada estéril. 

 

 
Figura 17. a - Multiplicación de semillas, b – ejemplar de Brachypodium. 

 

 Se prepararon placas rectangulares con Agar Agua al 0,8 % (Figura 18) y 

papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. La función de esta 

capa de papel es que las raíces no desarrollen dentro del agar. Se colocaron 10 

semillas por placa en la parte superior de la misma para dar lugar al crecimiento 

radicular (Figura 19). Se taparon con otro papel de filtro humedecido para 

favorecer el proceso de vernalización. Las placas se sellaron con Parafilm, se 

recubrieron con papel metálico (para generar oscuridad) y se colocaron a 4 °C. 

Luego de 5 días, se extrajo el papel metálico y se descubrieron las semillas 

retirando el papel de filtro que las cubría (Figura 20). Luego se colocaron las 

a          b 
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placas en posición vertical en una cámara de crecimiento bajo condiciones de 

16/8 h de luz/oscuridad a 22 °C durante los días necesarios para el crecimiento 

de las raíces a una longitud media considerable hasta la inoculación 

(aproximadamente 10 días) (Figura 21).  

 

 
 

Figura 18. Preparado de las placas. 

 

 
 

Figura 19. Siembra de semillas sobre placas con papel de filtro. 
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Figura 20. Pasaje de semillas de Brachypodium distachyon de 4° C a cámara de 

crecimiento. 

 

 
 
Figura 21. Incubación de las placas en cámara de crecimiento con luz y humedad 

controlada. 

 

 Una vez que las raíces estuvieron en condiciones de ser inoculadas, en 

cuanto a longitud y sanidad, se inocularon diez raíces por aislamiento y por 
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ecotipo de Bd, con tres réplicas, representando un total de 2100 raíces. 

Utilizando una jeringa estéril (0,1-5 ml), se aplicó el slurry suavemente sobre el 

ápice de cada una de las diez raíces por placa (Goddard et al., 2014) (Figura 22). 

Se incubaron 2 días en cámara de crecimiento (Figura 23) y se lavaron las raíces 

con abundante agua destilada estéril (Figura 24). A partir del lavado, se 

fotografiaron las raíces con una cámara digital Panasonic DMC-FZ18 cada 2 días, 

iniciando a los 2 días pos-inoculación (2dpi) hasta los 8dpi. La longitud de la raíz 

con necrosis se midió con el software ImageJ (Abramoff et al., 2004). Para 

confirmar que los síntomas observados en las raíces se debían a las especies de 

Fusarium inoculadas y no a posibles contaminantes, se cortaron algunos 

fragmentos de raíz al final de los ensayos, se aislaron las especies presentes y se 

identificaron morfológicamente siguiendo la metodología descripta en el 

apartado anterior. 

 

 
 

Figura 22. Inoculación de raíces. 
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Figura 23. Incubación de raíces con slurry durante 2 días en cámara de 

crecimiento. 

 

 
 
Figura 24.  Lavado de raíces con agua estéril. 
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2.6.4. Análisis estadístico 

 

 El área bajo las curvas de progreso de la enfermedad (AUDPC) se calculó 

mediante el método poligonal (Campbell y Madden, 1990). Los datos se 

sometieron a un análisis de la varianza (ANOVA) utilizando el software RStudio 

Versión 1.0.153 (R Core Team 2017). Los resultados se informaron como la media 

± error estándar de la media (SEM). Los niveles de significancia se establecieron 

mediante el uso de la prueba de Tukey en P <0,05. 
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CAPÍTULO III: 

Especies de Fusarium 

aisladas de granos de 

cebada y determinación de 

micotoxinas 
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3.1. Diversidad de Fusarium y micotoxinas 

 

3.1.1. Especies de Fusarium presentes en los granos de cebada y potencial 

producción de toxinas 

 

 De las 119 muestras analizadas, 96 presentaron crecimiento fúngico 

característico del género Fusarium. Las 23 muestras restantes mostraron 

crecimiento fúngico con aspecto no aparente a especies del género Fusarium. Se 

identificaron morfológicamente 1180 aislamientos de Fusarium de los cuales el 

51,2 % se correspondió con la especie F. graminearum (603 aislamientos) (Figura 

25, Figura 26 – a), el 26,2 % con F. poae (309 aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – 

b) y el 22,6 % con otras especies del género (268 aislamientos). Entre estas 

últimas, el 6,5 % se correspondieron a especies del complejo F. incarnatum - F. 

equiseti (77 aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – c), el 5,6 % a F. chlamydosporum 

(66 aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – d), el 3,6 % a F. oxysporum (43 

aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – e), el 2,5 % a F. acuminatum (29 

aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – f), el 2,2 % a F. proliferatum (26 

aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – g), el 1,4 % a F. tricinctum (17 aislamientos) 

(Figura 25, Figura 26 – h), el 0,6 % a F. cerealis (7 aislamientos) (Figura 25, Figura 

26 – i) y el 0,2 % a F. pseudograminearum (3 aislamientos) (Figura 25, Figura 26 – 

j). 
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Figura 25. Diversidad y porcentaje de especies de Fusarium presentes en las 

muestras analizadas. 

  

F. graminearum

F. poae

F. incarnatum - F. equiseti
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F. tricinctum
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i j 

 

Figura 26. Observaciones microscópicas y tubo pico de flauta de las distintas 

especies de Fusarium aisladas de los granos de cebada. a- F. graminearum, b- F. 

poae, c- F. incarnatum – F. equiseti, d- F. clamydosporum, e- F. oxysporum, f- F. 

acuminatum, g- F. proliferatum, h- F. tricinctum, i- F. cerealis, j- F. 

pseudograminearum. 
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 Como se explicó en el capítulo “Materiales y Métodos”, al ser Fusarium 

graminearum y F. poae las especies más aisladas entre las muestras analizadas, 

se realizó un análisis más exhaustivo de estas. Los aislamientos de F. 

graminearum se obtuvieron del 13,4 % del total de muestras de cebada 

analizadas, los cuales variaron según el año analizado (Tabla 2; Figura 27): 22,7 % 

(2012), 37,7 % (2013) y 52,8 % (2014). De esta misma forma, F. poae se aisló del 

28,6 % del total de muestras, con variaciones anuales de: 68,2 % (2012), 37,7 % 

(2013) y 75,0 % (2014). Del 26,1 % del total de muestras, se aisló tanto F. 

graminearum como F. poae, mientras que en 38 de las 119 muestras (31,9 %) no 

se aisló ni F. graminearum ni F. poae (Figura 27). 

 

Figura 27. Porcentaje de muestras con o sin Fusarium graminearum y/o Fusarium 

poae. En la figura, el porcentaje detectado entre todos los aislamientos se grafica 

en la ordenada para cada una de las especies de Fusarium o su combinación 

indicada en la abscisa.  
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Entre las 24 localidades muestreadas, en una sola no se aisló ni Fusarium 

graminearum ni F. poae (Saavedra, Buenos Aires). De manera opuesta, F. 

graminearum se aisló de 20 localidades diferentes y F. poae de 23 (Tabla 2; Figura 

28). Con respecto a los genotipos de cebada muestreados, todos fueron 

hospedantes de Fusarium graminearum y/o F. poae (Tabla 2). 

 Todas las reacciones especie-específicas realizadas con los ADN de F. 

graminearum y F. poae amplificaron fragmentos de ≈400 pb y ≈220 pb, 

respectivamente, lo cual confirma las identificaciones morfológicas. Además, a 

partir del ADN de los aislamientos de F. graminearum, se amplificó un fragmento 

de 282 pb que correspondía al genotipo DON y, a partir de los ADN de F. poae, un 

fragmento de 296 pb correspondiente al del genotipo NIV. 

 Se aislaron dos especies de Fusarium capaces de producir las toxinas 

antes mencionadas, F. pseudograminearum (potencial productora de DON) y F. 

cerealis (potencial productora de NIV). Sin embargo, estas especies se obtuvieron 

esporádicamente: F. cerealis solo de las muestras 14, 22, 35, 89, 90 y 96 (aislado 

de un solo grano por muestra analizada) y F. pseudograminearum solo de las 

muestras 16 y 23 (aislado de un solo grano por muestra analizada) (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Número de muestra, Genotipo de cebada, Localidad, Provincia y año de 

cosecha, concentración de micotoxinas presente y porcentaje de granos 

infectados con Fusarium graminearum (FG) y Fusarium poae (FP) sobre el total de 

granos analizados. NN = dato no disponible. n.d. = no detectado. 
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Muestra 
Genotipo 

de cebada 
Localidad Provincia/Año 

Concentración 

de tricotecenos 

(µg/g) 

% Fusarium 

DON NIV FG FP 

 

1 NN T. Lauquen Buenos Aires/2012 n.d. 0,31 2 3 

2 NN Tres Arroyos Buenos Aires/2012 n.d. 4,64 n.d. 0 

3 Scarlett Oliveros Santa Fe/2012 n.d. n.d. 1 1,5 

4 NN Azul Buenos Aires/2012 n.d. 0,54 n.d. 0 

5 NN Azul Buenos Aires/2012 0,14 n.d. n.d. 0,5 

6 Scarlett T. Lauquen Buenos Aires/2012 n.d. n.d. 1,5 3 

7 NN Azul Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0 

8 NN Azul Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0,5 

9 Scarlett Azul Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 4 

10 Scarlett T. Lauquen Buenos Aires/2012 0,38 0,74 12,5 1,5 

11 Scarlett Azul Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0,5 

12 Scarlett Azul Buenos Aires/2012 n.d. 0,22 n.d. 1,5 

13 Scarlett T. Lauquen Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0 

14 NN Balcarce Buenos Aires/2012 n.d. 0,33 n.d. 2 

15 NN Balcarce Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0,5 

16 NN Lobería Buenos Aires/2012 n.d. n.d. 0,5 1 

17 NN Lobería Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0 

18 NN Quequén Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 1 

19 NN Necochea Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0 

20 NN San Cayetano Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 0 

21 NN Tres Arroyos Buenos Aires/2012 n.d. n.d. n.d. 1 

22 NN C. Pringles Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0,5 

23 NN C. Pringles Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 0,5 0 

24 NN C. Suárez Buenos Aires/2013 n.d. 0,7 n.d. 2 

25 NN La Madrid Buenos Aires/2013 n.d. 3,42 n.d. 23 

26 NN Azul Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0,5 

27 NN Azul Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 1 0 

28 Andreia Tandil Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 
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Muestra 
Genotipo 

de cebada 
Localidad Provincia/Año 

Concentración 

de tricotecenos 

(µg/g) 

% Fusarium 

DON NIV FG FP 

 

29 NN Azul Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

30 Scarlett Necochea Buenos Aires/2013 n.d. 0,1 n.d. 0,5 

31 NN Azul Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 2,5 1 

32 NN Tandil Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 0,5 1 

33 NN Balcarce Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 1,5 0 

34 NN Balcarce Buenos Aires/2013 0,89 n.d. 10 0 

35 NN Lobería Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 3 0 

36 NN Lobería Buenos Aires/2013 n.d. 0,94 2 0,5 

37 NN Necochea Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 2 0,5 

38 NN Necochea Buenos Aires/2013 n.d. 0,1 0,5 0 

39 NN San Cayetano Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0,5 

40 NN Tres Arroyos Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 11,5 

41 NN C. Pringles Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

42 NN C. Pringles Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

43 NN C. Suárez Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

44 NN Saavedra Buenos Aires/2013 n.d. 5,78 n.d. 0 

45 NN Guaminí Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0,5 

46 NN Daireaux Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 1 

47 NN Olavarría Buenos Aires/2013 n.d. 0,26 1,5 1 

48 Scarlett T. Lauquen Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 1 0 

49 Andreia NN NN/2013 n.d. 0,49 n.d. 0 

50 Andreia NN NN/2013 n.d. 0,62 n.d. 0 

51 Scarlett NN NN/2013 n.d. n.d. n.d. 1,5 

52 Scarlett NN NN/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

53 Explorer Bordenave Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

54 Scrabble Bordenave Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

55 Shakira Bordenave Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

56 Andreia Bordenave Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 
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Muestra 
Genotipo 

de cebada 
Localidad Provincia/Año 

Concentración 

de tricotecenos 

(µg/g) 

% Fusarium 

DON NIV FG FP 

 

57 Carisma Bordenave Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

58 Scarlett Bordenave Buenos Aires/2013 0,91 n.d. 0,5 1,5 

59 Explorer Miramar Buenos Aires/2013 0,27 n.d. 6,5 0 

60 Scrabble Miramar Buenos Aires/2013 0,99 n.d. 1,5 0 

61 Shakira Miramar Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

62 Andreia Miramar Buenos Aires/2013 12,01 n.d. 3,5 0 

63 Carisma Miramar Buenos Aires/2013 1,35 n.d. 6,5 0 

64 Scarlett Miramar Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 2 0 

65 Explorer Paraná Entre Ríos/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

66 Scrabble Paraná Entre Ríos/2013 0,16 n.d. n.d. 0 

67 Shakira Paraná Entre Ríos/2013 0,2 0,85 n.d. 0 

68 Andreia Paraná Entre Ríos/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

69 Carisma Paraná Entre Ríos/2013 n.d. n.d. 0,5 0,5 

70 Scarlett Paraná Entre Ríos/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

71 Explorer Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

72 Scrabble Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 0,5 0,5 

73 Shakira Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0,5 

74 Andreia Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 1 

75 Carisma Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. 6,25 n.d. 1 

76 Scarlett Dorrego Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 1 

77 Explorer 9 de Julio Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 1 0,5 

78 Scrabble 9 de Julio Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

79 Shakira 9 de Julio Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

80 Carisma 9 de Julio Buenos Aires/2013 n.d. n.d. 1 0,5 

81 Scarlett 9 de Julio Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

82 Scarlett Azul Buenos Aires/2013 n.d. n.d. n.d. 0 

83 Andreia Azul Buenos Aires/2014 n.d. n.d. 0,5 0 

84 Scarlett NN NN/2014 n.d. n.d. n.d. 2 
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Muestra 
Genotipo 

de cebada 
Localidad Provincia/Año 

Concentración 

de tricotecenos 

(µg/g) 

% Fusarium 

DON NIV FG FP 

 

85 NN Tandil Buenos Aires/2014 n.d. 5,13 10 7 

86 NN Tandil Buenos Aires/2014 1,34 4,1 28,5 2,5 

87 NN Ayacucho Buenos Aires/2014 2,2 n.d. 19 3 

88 NN Ayacucho Buenos Aires/2014 1,26 n.d. 6,5 4,5 

89 NN Ayacucho Buenos Aires/2014 1,22 n.d. 31 0,5 

90 NN Ayacucho Buenos Aires/2014 3,74 0,36 17,5 0,5 

91 NN Ayacucho Buenos Aires/2014 5,04 n.d. 29,5 0,5 

92 NN Balcarce Buenos Aires/2014 n.d. n.d. 8 0,5 

93 NN Balcarce Buenos Aires/2014 5,32 4 23 0,5 

94 NN Lobería Buenos Aires/2014 7,48 1,3 22 0 

95 NN Lobería Buenos Aires/2014 0,24 0,2 9,5 0 

96 NN Loberia Buenos Aires/2014 0,4 n.d. 9 1 

97 NN Quequén Buenos Aires/2014 0,24 n.d. 6 0,5 

98 NN Lobería Buenos Aires/2014 0,74 n.d. 7,5 0 

99 NN Necochea Buenos Aires/2014 0,51 0,75 3,5 2 

100 NN San Cayetano Buenos Aires/2014 n.d. 4,58 1,5 6 

101 NN Tres Arroyos Buenos Aires/2014 n.d. n.d. 0,5 1,5 

102 NN C. Pringles Buenos Aires/2014 n.d. 0,42 n.d. 0 

103 NN C. Suarez Buenos Aires/2014 n.d. n.d. n.d. 1 

104 NN C. Suárez Buenos Aires/2014 n.d. n.d. n.d. 1 

105 NN Guaminí Buenos Aires/2014 n.d. 4,61 n.d. 3 

106 NN C. Suárez Buenos Aires/2014 n.d. n.d. 0,5 3,5 

107 NN Guaminí Buenos Aires/2014 n.d. n.d. 1 1 

108 NN Bolívar Buenos Aires/2014 n.d. 4,64 n.d. 3,5 

109 NN Bolívar Buenos Aires/2014 9,53 n.d. n.d. 2,5 

110 Scarlett NN Buenos Aires/2014 n.d. 2,17 n.d. 0 

111 Andreia NN Buenos Aires/2014 7,35 n.d. n.d. 0 

112 Andreia NN NN/2014 0,71 n.d. n.d. 0 
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Muestra 
Genotipo 

de cebada 
Localidad Provincia/Año 

Concentración 

de tricotecenos 

(µg/g) 

% Fusarium 

DON NIV FG FP 

 

113 Explorer Bordenave Buenos Aires/2014 6,29 n.d. n.d. 0 

114 Scarlett Bordenave Buenos Aires/2014 n.d. n.d. n.d. 0 

115 Scarlett Miramar Buenos Aires/2014 n.d. 2,63 n.d. 0,5 

116 Andreia Paraná Entre Ríos/2014 n.d. 4,8 n.d. 11,5 

117 Explorer Paraná Entre Ríos/2014 n.d. 7,71 n.d. 10 

118 Scarlett Paraná Entre Ríos/2014 n.d. 0,59 n.d. 2 

119 Scrabble Paraná Entre Ríos/2014 n.d. 5,81 n.d. 8,5 

 

 

Figura 28. Localidades muestreadas y presencia de Fusarium graminearum y/o 

Fusarium poae. Clave de color para la identificación de las especies de Fusarium 

más aisladas de las muestras en el mapa del panel derecho: rojo, Fusarium 

graminearum y Fusarium poae; azul, Fusarium poae solo; verde, sin Fusarium 

graminearum/Fusarium poae. 
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3.1.2. Contaminación de los granos con micotoxinas 

 

 De las muestras analizadas, el 16 % (19/119) contenían DON en distintas 

concentraciones (promedio de 2,6 μg/g), de los cuales el 44 % superó los límites 

máximos establecidos por la Comisión Europea (promedio de 5,24 μg/g) (Tabla 

2). Una muestra de cebada (Muestra 62, Tabla 2) de Miramar (Localidad de la 

costa de la Provincia de Buenos Aires) exhibió el nivel más alto de DON (12 μg/g; 

Tabla 2; Figura 28). Por otro lado, el 22 % de las muestras presentaban distintos 

valores de concentración de NIV (promedio de 2,36 μg/g), y una muestra 

(Muestra 117, Tabla 2) de Paraná (Localidad de la Provincia de Entre Ríos; Figura 

28) contenía la concentración más alta (7,71 μg/g). El 7 % de las muestras 

presentaba concentraciones de DON y NIV en forma conjunta, mientras que el 56 

% de las muestras presentaban valores por debajo del valor de detección (Tabla 

2; Figura 29). 
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Figura 29. Porcentaje de muestras con o sin deoxynivalenol (DON) y/o nivalenol 

(NIV). En la figura, el porcentaje de tricotecenos detectados entre todas las 

muestras analizadas se representa en la ordenada de solo DON (16%), solo NIV 

(22%), DON y NIV (7%), y sin DON ni NIV (56%) como se indica en la abscisa.  

 

 El 45 % de las muestras contenía al menos uno de los dos tricotecenos 

evaluados, donde las muestras del 2014 contenían un porcentaje de toxinas 

significativamente mayor que las de 2012 y/o 2013 (tabla 3). 

 De las localidades muestreadas, en solo tres no se detectaron ni DON ni 

NIV (Oliveros, 9 de Julio y Daireaux; Tabla 2; Figura 28), mientras que DON fue 

detectado en 12 localidades diferentes y NIV en 19 (Tabla 2). Se cuantificaron 

distintas concentraciones de DON y/o NIV en todos los genotipos de cebada 

analizados. 
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Tabla 3. Porcentajes de muestras con micotoxinas por año de muestreo. 

Desoxynivalenol (DON), Nivalenol (NIV). 

 

3.1.3. Relación entre presencia de Fusarium y micotoxinas 

 

 Las frecuencias de ocurrencia de Fusarium graminearum y F. poae fueron 

de 0,85 y 0,92, respectivamente. Los coeficientes de correlación entre el 

porcentaje de presencia de F. graminearum y la contaminación por DON y el 

porcentaje de presencia de F. poae y la contaminación por NIV también fueron 

estadísticamente significativos con valores de p <0,0001, r = 0,39 y p <0,0001, r = 

0,50, respectivamente. Además, el coeficiente de correlación calculado como: 

 

número total de F. graminearum + F. poae   /   presencia de DON + NIV 

 

fue estadísticamente significativo (p <0,0001, r = 0,40). 

 

 

 

2012 2013 2014
% con DON 9 13 47
% con NIV 27 18 47

% sin micotoxina 64 69 6
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3.1.4. Datos climáticos 

 

 Los datos climáticos recolectados de las localidades consideradas como 

representativas del muestreo se presentan en la Tabla 4 y en la Figura 30. Se 

analizaron las precipitaciones acumuladas (Figura 30a), temperaturas medias 

(Figura 30b) y humedades relativas (Figura 30c), durante el período de floración 

del cultivo, registradas en las localidades seleccionadas durante el 2012, 2013 y 

2014. La mayoría de los datos fueron obtenidos del Servicio Meteorológico 

Nacional. Los datos pertenecientes a la localidad de Bordenave fueron facilitados 

por el INTA de la región. 

 

Tabla 4. Temperaturas medias, precipitaciones acumuladas y humedades 

relativas de las localidades representativas al muestreo durante los años 

muestreados. 

 

 

 

Precipitaciones (mm) Temperatura (°C) Humedad Relativa (%)
2012 2013 2014 2012 2013 2014 2012 2013 2014

Azul 85,0 107,0 108,0 17,4 16,0 16,5 73,0 71,0 71,0
Balcarce 60,0 113,0 95,5 16,8 15,5 16,5 66,0 76,0 76,0
Bordenave 100,0 45,3 107,3 20,6 17,5 17,2 64,0 64,0 65,5
Miramar 44,0 82,0 144,0 16,0 15,7 16,0 73,0 79,0 81,0
Necochea 33,0 88,0 23,0 17,8 16,1 17,7 66,0 78,0 73,4
Paraná 183,0 173,0 55,4 20,9 20,9 22,1 68,0 65,0 63,0
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Figura 30. a- Precipitación acumulada, temperatura media y humedad relativa en 

el período de floración de la cebada (15 de octubre al 15 de noviembre). La clave 

de color indica cada año muestreado: azul, 2012; naranja, 2013; y amarillo, 2014. 

a 

b 

c 
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3.2. Discusión 

 

 Varios autores de distintas partes del mundo, por ejemplo en Italia y 

Reino Unido, han analizado la diversidad de especies de Fusarium causantes de la 

fusariosis de la espiga en cebada y han demostrado que la ocurrencia cambió a lo 

largo de diferentes años (Beccari et al., 2017; Nielsen et al., 2014). Sin embargo, 

en general, las principales especies de Fusarium identificadas en los granos de 

cebada fueron F. avenaceum, F. graminearum, F. poae y F. tricinctum (Beccari et 

al., 2017; Nielsen et al., 2014). En este trabajo, las principales especies de 

Fusarium halladas en los granos de cebada fueron F. graminearum, F. poae, F. 

incarnatum – F. equiseti, F. chlamydosporum y F. oxysporum. Entre las especies 

aisladas con menor frecuencia, se identificó a F. tricinctum por primera vez en 

granos de cebada y, aunque no fue un objetivo del presente trabajo de tesis, se 

realizaron los correspondientes “postulados de Koch”, comprobándose su 

patogenicidad en este cultivo. 

Actualmente, F. graminearum es considerada la especie prevaleciente en 

granos de cereales pequeños, como lo es el trigo y la cebada (Osborne et al., 

2007; Bourdages et al., 2006), aunque muchos estudios han demostrado una alta 

frecuencia de aparición de otras especies como F. poae (Dinolfo et al., 2014). En 

este trabajo, se observó que los granos de cebada cosechados durante 2012-

2014 estaban colonizados principalmente con Fusarium graminearum y F. poae, y 

aunque el número de aislamientos de F. graminearum fue mayor que el de F. 



Capítulo III 

89 

poae (604 y 309, respectivamente), el porcentaje de muestras con F. poae fue 

mayor que con F. graminearum (54,7 % y 39,5 %, respectivamente). También se 

observó que todos los genotipos de cebada muestreados fueron hospedantes de 

F. graminearum y/o F. poae.  

 En general, las temperaturas cálidas (alrededor de 28 °C) y las condiciones 

de mayor humedad favorecen la infección por Fusarium graminearum, aunque 

las temperaturas alrededor de 25 °C y condiciones de humedad no muy elevadas 

lo hacen para F. poae (Xu et al., 2008). En este estudio, algunas áreas 

muestreadas se encontraban muy cercanas entre sí (Figura 28), las fechas de 

siembra de los cultivos fueron distintas y las condiciones climáticas generales 

fueron variables (Figura 30), lo que provocó que la temperatura y la humedad 

promedio durante el período de floración de la cebada fueran diferentes entre 

las distintas localidades. Aparentemente, las diferencias en las condiciones 

climáticas dentro de las áreas muestreadas no fueron suficientes para cambiar de 

manera drástica la composición de las especies de Fusarium, y F. graminearum 

(potencial productor de DON) y F. poae (potencial productor de NIV) resultaron 

ser las especies más adaptadas para la infección de las principales áreas de 

cultivo de cebada en Argentina. Sin embargo, se aislaron otras especies de 

Fusarium capaces de producir tricotecenos aunque en menor cantidad, como lo 

son F. pseudograminearum y F. cerealis. La presencia de estas especies estaría 

indicando la necesidad de realizar continuos monitoreos en la región de 

producción de cebada.  
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Cabe aclarar, dado que no se contó con el mismo número de muestras de 

cebada y/o localidades analizadas por año, no se realizó un análisis comparativo 

entre los años muestreados. 

 Todos los aislamientos de Fusarium graminearum y F. poae seleccionados 

para verificar la potencial producción de toxinas amplificaron fragmentos 

característicos para DON y NIV, respectivamente, como se observó previamente 

para otros aislamientos obtenidos de granos de cebada en Argentina (Castañares 

et al., 2014; Castañares et al., 2016; Dinolfo et al., 2014). Los aislamientos de F. 

graminearum no amplificaron el fragmento característico de potencial 

producción de NIV, como fue observado en estudios anteriores (Castañares et al., 

2014).  

Dado que se observó una alta frecuencia de F. graminearum y F. poae en 

muchas muestras, se podrían anticipar contaminaciones con los tricotecenos que 

son capaces de producir estas especies. De hecho, los análisis de correlación 

confirmaron estas expectativas ya que las muestras que presentaron altas 

concentraciones de toxinas coincidieron con una alta carga fúngica. 

Anteriormente, se observaron correlaciones similares con respecto a F. 

graminearum para DON y F. poae para NIV en trigo (Yli-Mattila et al., 2008; 

Martínez et al., 2014; Nielsen et al., 2011), cebada (Schöneberg et al., 2016; 

Nielsen et al., 2011) y avena (Fredlund et al., 2013).  

Los estudios antes mencionados y los del presente trabajo, presentan 

resultados similares en lo referido a la correlación observada entre las especies 
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de Fusarium y la cuantificación de micotoxinas en cereales de granos pequeños. 

Sin embargo, estas observaciones podrían variar dependiendo de la especificidad 

de las técnicas utilizadas. Por ejemplo, los resultados obtenidos de técnicas 

tradicionales de aislamiento fúngico, donde algunas especies poseen capacidad 

de desarrollo menor que otras y, de esta forma no sería posible identificarlas, 

resultarían diferentes a los obtenidos mediante la cuantificación de ADN por PCR 

en tiempo real. Lo mismo se supone con respecto a los métodos de detección y/o 

cuantificación de toxinas. 

 A través del análisis químico para determinar la presencia de DON y NIV, 

se observó que el 45 % de las muestras contenían micotoxinas en 

concentraciones variables y que el NIV era la toxina predominante en las 

muestras de cebada. En Suiza, un estudio similar reveló que la especie 

predominante era Fusarium graminearum y que el DON fue la micotoxina más 

común, seguida del NIV (Schöneberg et al., 2016). Sin embargo, aunque la 

ocurrencia de F. poae fue mayor que la de F. graminearum en granos de cebada 

del Reino Unido, prevaleció la contaminación con DON (Nielsen et al., 2014). Es 

interesante pensar que los granos de cebada europeos podrían estar 

contaminados con otras especies productoras de DON, pero que en Argentina 

estas especies no se encuentren por distintas razones (por ejemplo, condiciones 

climáticas diferentes entre continentes) o que hasta el momento no se hayan 

podido aislar, como es el caso de F. culmorum. Además, las diferentes 

condiciones ambientales, como la temperatura y la humedad, podrían favorecer 
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la producción de NIV sobre la de DON en algunas zonas de cultivo de cebada de 

Argentina. 

 Como se mencionó anteriormente, en este trabajo no se analizaron la 

misma cantidad de muestras por año y/o localidad. Sin embargo, los datos en la 

Figura 30 indicarían la influencia de las condiciones climáticas en la presencia de 

especies de Fusarium y la consecuente contaminación por toxinas, como fue 

observado en otros trabajos (Beccari et al., 2017; Nielsen et al., 2014). Por 

ejemplo, en Paraná (Localidad de la Provincia de Entre Ríos), donde las prácticas 

agronómicas fueron las mismas a lo largo de los años de estudio, las muestras del 

2013 (Muestras 65-70, Tabla 2) contenían menor cantidad de Fusarium y/o 

micotoxinas que las de 2014 (Muestras 116-119, Tabla 2). Además, en las 

muestras del año 2014 de la misma localidad se registró una mayor cantidad de 

NIV y F. poae, en concordancia con las condiciones ambientales (menores 

porcentaje de humedad relativa y precipitaciones acumuladas) que prevalecían 

en ese momento (Figura 30). De modo contrario, ciertas muestras de distintas 

zonas geográficas, y por ende distintas condiciones climáticas, presentaron tanto 

F. graminearum como F. poae y altas cantidades de DON y NIV (Muestras 86 y 93, 

Tabla 2), lo que permite deducir que las condiciones generales para la producción 

de DON y/o NIV fueron adecuadas y diferentes. Por otro lado, las especies de 

Fusarium podrían competir por el mismo nicho ecológico y así, producir más 

toxinas que si las especies estuvieran aisladas. Además, ciertos genotipos de 

cebada, por ejemplo, las muestras de Miramar del 2013 (Muestras 59-64, Tabla 

2), contenían diferentes porcentajes de F. graminearum y distintas 
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concentraciones de DON, lo que hace suponer que existen diferentes respuestas 

entre el genotipo de cebada y la presencia de Fusarium, como fue observado por 

Beccari et al. (2016). 

 En América del Sur, y específicamente en Brasil y Uruguay, se detectaron 

altas concentraciones de DON en los granos de cebada malteada (Pan et al., 

2007; Piacentini et al., 2015). En este estudio, del total de las muestras 

contaminadas con DON, 12 (10 % de las muestras totales, pero el 44 % de las 

muestras con DON) contenían niveles más altos que los límites permitidos en 

países de Europa. Argentina exporta granos de cebada a diferentes países con y 

sin límites establecidos de DON, mientras que parte de la producción se utiliza a 

nivel nacional, donde aún no se han establecido los niveles máximos de DON y/o 

NIV. 

 Si bien se habla de profundizar en los estudios acerca de la ocurrencia de 

NIV y sus efectos en la salud humana y animal (Comisión Europea, 2006), aun no 

existe a nivel mundial ninguna regulación relacionada a esta micotoxina. En este 

estudio, se ha detectado NIV en el 29 % de las muestras totales, con valores 

promedios de 2,36 µg/g. Estos valores incentivan a poner mayor atención sobre 

esta micotoxina, actualmente subestimada, que se manifiesta en mayores 

proporciones y concentraciones, presentando aún mayor toxicidad que el DON. 
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CAPÍTULO IV: 

Evaluación de las 

interacciones entre 

ecotipos de Brachypodium 

distachyon y especies de 

Fusarium en raíces
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4.1.  Fusarium / Brachypodium distachyon 

 

La técnica de inoculación de raíces de Brachypodium distachyon utilizando 

el método por slurry de Fusarium resultó ser eficiente y sencilla. Todos los 

aislamientos de las distintas especies de Fusarium con los que se trabajó fueron 

capaces de colonizar y generar síntomas en las raíces inoculadas. Por otro lado, 

todos los ejemplares de los distintos ecotipos de B. distachyon mostraron 

susceptibilidad a la inoculación con los distintos aislamientos de Fusarium 

utilizados (Figura 31).  
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Figura 31. Necrosis en raíces de Brachypodium distachyon inoculadas con 

aislamientos de Fusarium graminearum (arriba a la izquierda), Fusarium 

pseudograminearum (arriba a la derecha), Fusarium cerealis (abajo a la izquierda) 

y Fusarium poae (abajo a la derecha) fotografiadas a los 8 días después de la 

inoculación. 
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El análisis estadístico evidenció interacción significativa entre los 

aislamientos de Fusarium y los ecotipos de Brachypodium utilizados. Teniendo 

presente esta información, se realizaron observaciones generales de los 

resultados obtenidos, en referencia a las especies de Fusarium y a los ecotipos de 

Brachypodium (Tabla 5 y Anexo). 

 

Tabla 5. Análisis de la varianza del AUDPC de la necrosis causada por Fusarium en 

raíces de Brachypodium distachyon. Sum Sq: suma de los cuadrados, Df: Grados 

de libertad, *** : significativo a un valor de p = 0,05 

 
 
                     Sum Sq   Df F value    Pr(>F)     
Ecotipo              180.11    6 21.8602 < 2.2e-16 *** 
Aislamiento         1046.51    9 84.6793 < 2.2e-16 *** 
Ecotipo:Aislamiento  548.74   54  7.4004 < 2.2e-16 *** 
Residuals           2729.85 1988                       
 

 

 

4.1.1. Comportamiento de aislamientos de Fusarium en raíces de 

Brachypodium  

 

 Con respecto a la interacción aislamiento-ecotipo, se observaron 

diferencias estadísticamente significativas (p<0,0001, n= 2057) (Tabla 5, 6 y 

Anexo). Los ecotipos como Irán, Israel y Sudáfrica fueron más susceptibles al 

aislamiento 107-18 FG, mientras que 8-1 FP fue el aislamiento menos agresivo 
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con estos ecotipos. Además, los ecotipos de Pakistán y Uruguay se vieron más 

afectados por 16-2 FPS, mientras que 8-1 FP fue el aislamiento menos agresivo 

en estos ecotipos de Brachypodium. Por otro lado, Afganistán mostró más 

necrosis radicular con 106-35 FPS, mientras que los valores más bajos de AUDPC 

se observaron con el aislamiento 8-1 FP. Además, 107-18 FG fue el aislamiento 

más agresivo para el ecotipo Bd 21, mientras que 9-5 FP fue el aislamiento menos 

agresivo en este ecotipo.  

 Entre los diferentes aislamientos de Fusarium analizados, se observaron 

diferencias en la agresividad. Para este análisis, se tuvieron en cuenta las medias 

de los valores de AUDPC de los aislamientos en los distintos ecotipos de 

Brachypodium (Tabla 6 y Anexo). El aislamiento más agresivo fue 107-18 FG (4,92 

± 0,07) con los valores más altos de AUPDC, seguido de 16-2 FPS (4,46 ± 0,08), 

que fue el segundo aislamiento más agresivo. Los aislamientos 34-15 FG (4,20 ± 

0,07), 102-43 FG (4,01 ± 0,08), 112-10 FC (4,01 ± 0,08), 106-35 FPS (3,90 ± 0,10) y 

105-41 FC (3,74 ± 0,10), mostraron valores intermedios de AUDPC. Por otro lado, 

25-5 FP (3,31 ± 0,10), 9-5 FP (3,12 ± 0,11) y 8-1 FP (2,22 ± 0,11) fueron los menos 

agresivos con porcentajes más bajos de necrosis radicular observados. 

 

4.1.2. Análisis de especies de Fusarium 

 

El comportamiento de las especies con los distintos ecotipos de 

Brachypodium se analizó observando las medias de los AUDPC según la especie 
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de Fusarium analizada. Fusarium graminearum mostró valores de AUDPC de 4,37 

± 0,05, F. pseudograminearum de 4,18 ± 0,07, F. cerealis de 3,87 ± 0,06 y F. poae 

de 2,88 ± 0,06 (Tabla 6) 

 

4.1.3. Susceptibilidad de los distintos ecotipos de Brachypodium 

 

 Las medias de los resultados obtenidos mostraron los siguientes valores 

en cuanto a la susceptibilidad entre los diferentes ecotipos de Brachypodium. El 

ecotipo de Afganistán mostró valores de AUDPC de 4,10 ± 0,08, el de Israel 4,08 ± 

0,08 y el de Pakistán 4,18 ± 0,08, el de Bd 21 3,41 ± 0,09, el de Irán 3,44 ± 0,10, el 

de Sudáfrica 3,70 ± 0,08 y el de Uruguay 3,61 ± 0,08 (Tabla 6).  
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Tabla 6. Interacción entre ecotipos de Brachypodium distachyon y aislamientos de Fusarium. Medias de los valores de AUDPC al 8 dpi. 

 

 

Ecotipos B. 

distachyon 

                Fusarium cerealis (FC) 

 

105-41 FC                   112-10 FC 

                           Fusarium graminearum (FG) 

 

         34-15 FG                       102-43 FG                   107-18 FG 

                                 Fusarium poae (FP) 

 

             8-1 FP                              9-5 FP                          25-5 FP 

       Fusarium pseudograminearum (FPS) 

 

             16-2 FPS                         106-35 FPS 

Medias 

Afghanistán 3,86 ± 0,23cd 4,25 ± 0,23bcd 4,64 ± 0,23abc 4,44 ± 0,23abc 5,07 ± 0,22ab 2,65 ± 0,23e 2,82 ± 0,23e 3,38 ± 0,22de 4,58 ± 0,23abc 5,30 ± 0,23a 
4,01 ± 0,08 

Bd 21 2,75 ± 0,22cd 4,46 ± 0,23 a 4,21 ± 0,21ab 3,35 ± 0,21bc 4,91 ± 0,24a 2,79 ± 0,22c 1,76 ± 0,22d 3,33 ± 0,21bc 4,23 ± 0,23ab 2,69 ± 0,21cd 
3,41 ± 0,09 

Irán 4,30 ± 0,21bc 3,78 ± 0,21bcd 4,43 ± 0,21ab 2,70 ± 0,22de 5,48 ± 0,21a 1,50 ± 0,22f 2,40 ± 0,21ef 3,14 ± 0,21de 3,33 ± 0,21bcde 3,25 ± 0,21cde 
3,44 ± 0,10 

Israel 4,03 ± 0,21bc 4,44 ± 0,21abc 4,83 ± 0,21ab 4,22 ± 0,21 bc 5,23 ± 0,21a 2,04 ± 0,21d 3,55 ± 0,21c 3,97 ± 0,21bc 4,58 ± 0,21ab 3,97 ± 0,21bc 
4,08 ± 0,08 

Pakistán 3,25 ± 0,22de 4,23 ± 0,21abcd 3,55 ± 0,21cde 4,73 ± 0,21ab 4,62 ± 0,21 ab 3,02 ± 0,21e 4,82 ± 0,22ab 3,90 ± 0,22bcde 5,12 ± 0,21a 4,47 ± 0,21abc 
4,18 ± 0,08 

Sudáfrica 3,60 ± 0,21bc 3,13 ± 0,21c 4,33 ± 0,21ab 4,35 ± 0,21ab 4,79 ± 0,21 a 1,43 ± 0,21d 3,20 ± 0,21c 3,24 ± 0,21c 4,69 ± 0,19a 4,09 ± 0,21ab 
3,70 ± 0,08 

Uruguay 4,30 ± 0,21ab 3,85 ± 0,21abc 3,46 ± 0,21bc 4,27 ± 0,21ab 4,29 ± 0,22ab 2,19 ± 0,21d 3,28 ± 0,21c 2,19 ± 0,21d 4,59 ± 0,21a 3,73 ± 0,21abc 
3,61 ± 0,08 

Medias 
3,74 ± 0,10 4,01 ± 0,08 4,20 ± 0,07 4,01 ± 0,08 4,92 ± 0,07 2,22 ± 0,11 3,12 ± 0,11 3,31 ± 0,10 4,46 ± 0,08 3,90 ± 0,10 

3,87 ± 0,06 4,37 ± 0,05 2,88 ± 0,06 4,18 ± 0,07 
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4.2. Discusión 

 

 El género Fusarium es uno de los hongos más importantes que causan 

pérdidas económicas en los cultivos en todo el mundo, por lo que el conocimiento 

acerca de su interacción es una clave importante para encontrar prácticas que 

disminuyan sus efectos negativos. En este trabajo de tesis, se demostró que 

Fusarium graminearum es una especie colonizadora de las raíces de Brachypodium 

distachyon. Peraldi et al. (2011) demostraron que esta especie puede infectar una 

gran variedad de tejidos de B. distachyon, incluidos coleóptiles, raíces, hojas y flores. 

En este estudio, esta especie de Fusarium ocasionó importantes valores de necrosis 

en los distintos ecotipos de B. distachyon, lo que demuestra que esta planta modelo 

sería adecuada para los estudios de la interacción entre F. graminearum y su 

hospedante. F. pseudograminearum, una especie estrechamente relacionada con F. 

graminearum, ocasionó síntomas de necrosis en las raíces de B. distachyon similares 

a las observadas con F. graminearum. Cabe destacar que ambas especies son 

potenciales productoras de DON. Varios investigadores han encontrado una relación 

estrecha entre la agresividad de un aislamiento y su producción de DON (Mesterhàzy 

et al., 1999, Mesterhàzy et al., 2002, Malbrán et al, 2014). Esta situación podría estar 

vinculada con lo observado en los estudios con la planta modelo B. distachyon. 

Fusarium cerealis y F. poae ocasionaron necrosis en las raíces de 
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Brachypodium distachyon menos notorias que las especies antes mencionadas. 

Ambas especies son potenciales productoras de NIV y esto puede explicar en parte 

estos resultados, aunque sería oportuno analizar la real producción de micotoxinas 

para confirmarlo. Miedaner et al. (2000) informaron que aislamientos de F. 

graminearum productores de DON fueron generalmente más agresivos que los 

productores de NIV, aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas. 

Goswani y Kistler (2005) encontraron una correlación significativa entre la cantidad 

de tricotecenos producidos por cada aislamiento y su nivel de agresividad en el trigo. 

En B. distachyon, Pasquet et al. (2016) mostraron que las raíces tratadas con DON 

presentaron mayor susceptibilidad en comparación con aquellas sin DON. Por lo 

tanto, sugirieron que la micotoxina es un importante factor de virulencia para el 

hongo, no solo para colonizar los tejidos de la planta, sino también para la infección 

primaria. Debido a sus resultados, se especula que las diferencias observadas entre 

los aislamientos y las raíces de B. distachyon podrían explicarse por la capacidad de 

estos de producir diferentes micotoxinas y/o cantidades de las mismas.  

 Se observaron diferencias en la agresividad hacia las raíces de Brachypodium 

distachyon entre los aislamientos de cada especie de Fusarium. El aislamiento de 

Fusarium graminearum 107-18 FG fue el más agresivo, mientras que los aislamientos 

34-15 FG y 102-43 FG fueron significativamente menos agresivos. Se encontraron 

diferencias similares en la agresividad entre los aislamientos de F. 

pseudograminearum y F. poae. Estos resultados indicarían que las raíces de B. 
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distachyon podrían usarse para examinar las posibles diferencias entre la interacción 

de esta planta y distintos aislamientos de Fusarium.  

 La interacción de Fusarium con sus hospedantees se ha evaluado utilizando 

diversos sistemas. Los estudios más clásicos se han centrado en la evaluación de la 

incidencia de especies de Fusarium en tejidos florales como indicador de agresividad 

(Alvarez et al., 2010; Malbrán et al., 2012). Sin embargo, este sistema tiene 

importantes desventajas ya que consume mucho tiempo y es muy laborioso. Por 

otro lado, los estudios de interacción pueden verse muy influenciados por el entorno 

donde se desarrolla el ensayo y por el método de inoculación que se utiliza 

(inoculación por punto o por aspersión en tejido floral o inoculación de la raíz por 

slurry, como en este estudio). Por ejemplo, en condiciones de campo hay muchos 

factores que no se pueden controlar, como plagas, temperatura, viento y lluvia que 

pueden afectar los resultados. Sin embargo, en condiciones de cámara, estos 

factores abióticos y bióticos están estrictamente controlados (Purahong et al., 2012).  

La utilización de plantas modelo como herramientas en estudios de 

interacción entre plantas y patógenos es tan importante como necesaria. Este tipo 

de ensayos permite aproximarse a conocimientos acerca de una interacción 

determinada donde las pruebas necesarias presentan costos elevados, altas 

complejidades y tiempos prolongados. En contraposición, la utilización de plantas 

modelo depende de características como ciclo de vida corto, sistema de 

reproducción autógamo, porte pequeño y facilidad de identificación de las diferentes 
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etapas del desarrollo biológico de la misma. El uso de Brachypodium distachyon 

como modelo está, día a día, más implementado en estudios de especies de la 

familia Poaceae por su mayor proximidad a los cereales de invierno que Arabidopsis 

thaliana. Por ejemplo, Goddard et al. (2014) evaluaron el impacto de la mutación de 

brasinoesteroides en plántulas, raíces y flores de B. distachyon contra varios 

patógenos fúngicos y observaron que era similar a los observados en la cebada.  

En este estudio, resultó adecuado el uso de Brachypodium distachyon para 

evaluar la interacción con Fusarium en raíces por varios aspectos. Por un lado, el 

empleo de este organismo resultó sencillo, práctico y accesible, en cuanto a los 

materiales utilizados. La inoculación de las raíces fue efectiva, a través de la cual fue 

posible la visualización de síntomas y, de esta manera, la medición de necrosis a lo 

largo del tiempo estudiado. Por último, el tiempo necesario para llevar a cabo el 

ensayo resultó considerablemente corto, lo que permitió que la puesta a punto sea 

ágil y sencilla. Por lo tanto, se concluyó que la utilización de B. distachyon para este 

trabajo fue efectiva, de manera similar a los resultados obtenidos por Draper et al. 

(2001), los que sugirieron que esta planta es un hospedante útil para futuros 

estudios sobre la biología molecular y la genética de interacciones planta-patógeno. 
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CAPÍTULO V: 

Conclusiones y 

perspectivas finales 
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5.1. Conclusiones  

 

Las hipótesis formuladas para llevar a cabo este estudio fueron “La población 

de Fusarium es heterogénea a nivel de especie y por lo tanto en su potencial y 

producción de toxinas en los granos de cebada” y “Diferentes ecotipos de la planta 

modelo Brachypodium distachyon interactúan de diferente manera con distintas 

especies de Fusarium y entre distintos aislamientos de una misma especie”. Ambas 

hipótesis planteadas se aceptaron con el desarrollo de los objetivos específicos y las 

técnicas utilizadas para realizarlos fueron adecuadas.  

Los ensayos para aceptar la primera hipótesis demostraron, por un lado, que 

los granos de cebada en Argentina son colonizados por varias especies de Fusarium, 

principalmente F. graminearum y F. poae. Por otro lado, los granos tenían altas 

concentraciones de micotoxinas, específicamente DON y NIV, dos toxinas asociadas a 

las especies de Fusarium aisladas con mayor frecuencia. Cabe destacar, la 

importancia de ambas toxinas a nivel toxicológico y a nivel alimenticio. Este sería el 

primer trabajo que explora en profundidad la diversidad de especies de Fusarium y 

la concentración de toxinas en cebada cultivada en las principales zonas productoras 

del país. 

El ensayo de interacción demostró, en principio, que Brachypodium 

distachyon es un hospedante adecuado para estudiar el comportamiento de 
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distintas especies de Fusarium. También demostró la capacidad de Fusarium de 

infectar las raíces de dicha planta modelo. Por último, se pudo observar que en 

general, de las dos especies mayormente aisladas de los granos de cebada, los 

aislamientos de F. graminearum produjeron más síntomas que los de F. poae. 

 En el contexto mundial, donde el consumo de granos de cereales aumenta 

continuamente, existe una mayor dependencia de la importación de los países en 

desarrollo. Por lo tanto, existe un potencial real, tanto para los exportadores nuevos 

como para los tradicionales, a fin de remediar este desequilibrio. Pero los problemas 

asociados de seguridad alimentaria y degradación ambiental deben resolverse 

primero. Con respecto a la inocuidad de los alimentos, es esencial tener en cuenta 

las buenas prácticas agrícolas, el saneamiento de materias primas y la conservación 

de los recursos naturales, especialmente los renovables sobre los no renovables. 

 La información generada en esta tesis proporciona, por primera vez, datos 

esenciales sobre las especies de Fusarium y las toxinas asociadas con los granos de 

cebada en Argentina y, por lo tanto, contribuye al desarrollo futuro de estrategias de 

manejo sustentables, como lo es el manejo de agentes patógenos de manera 

responsable y teniendo en cuenta el impacto ambiental, el saneamiento de cultivos 

contaminados y de maquinaria empleada para la producción y la elaboración de 

subproductos del cereal, la rotaciones de los cultivos y el control de toxinas en la 

producción de cebada. 

Fusarium altera la calidad de los granos de los cereales infectados así como 
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los productos generados con los mismos, pero la principal preocupación con 

respecto a la aparición de especies de Fusarium en granos de cebada es que las 

micotoxinas que produce son perjudiciales para la salud de los humanos y animales. 

En este trabajo, se identificaron las principales especies de Fusarium que afectan los 

granos de cebada en Argentina y se documentó la presencia de un alto porcentaje de 

muestras con concentraciones elevadas de DON y de NIV. Además, se detectaron 

muestras que contenían ambas toxinas. Por lo tanto, es sumamente importante que 

los límites de concentración máxima permitida de estas dos toxinas se establezcan 

para granos de cebada y otros cereales en Argentina lo antes posible, así como a 

nivel mundial. 

 Si bien se observó variabilidad en la respuesta planta-patógeno entre los 

distintos ecotipos utilizados para este estudio, el uso de esta planta como modelo 

arrojó resultados interesantes. Por otro lado, esta es la primera vez que se demostró 

que Fusarium poae, F. cerealis y F. pseudograminearum se capaces de causar 

síntomas en las raíces de Brachypodium. En conclusión, la evaluación de las raíces de 

B. distachyon demostró ser un sistema eficiente, rápido y confiable para estudiar la 

interacción de los aislamientos de Fusarium. 
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5.2. Perspectivas finales 

 

 Los datos obtenidos en este trabajo de tesis abren un panorama para iniciar 

la comprensión de principios agroecológicos del género Fusarium, tanto en la 

diversidad de especies presentes en granos de cebada en Argentina como en la 

vinculación de cada especie con su hospedante. Por un lado, los ensayos de 

presencia de micotoxinas en los granos de cebada esclarecen el efecto negativo de 

este patógeno frente a la inocuidad de los granos, así también como la importancia 

de la necesidad de regulación estricta para evitar consecuencias en los consumidores 

de los mismos.  

Por otro lado, los estudios de Fusarium – Brachypodium proponen un sistema 

de trabajo óptimo para la evaluación de interacción del hongo. Sin embargo, sería 

necesario evaluar la susceptibilidad de otros órganos vegetales frente a estos 

patógenos. Por ejemplo, la generación de síntomas y la producción de toxinas en los 

granos de Brachypodium por las especies de Fusarium aquí estudiadas. Esto además, 

permitiría estudiar la presencia de genes involucrados en la respuesta a esta 

interacción planta – patógeno. Además, sería interesante evaluar la correlación de 

estos resultados con ensayos a campo utilizando cebada como hospedante, teniendo 

en cuenta la variabilidad por la presencia de  factores bióticos y abióticos.  
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> ##### Ecotipo * Aislamiento 

> ABCPE<-lm(formula= ABCPE~ Ecotipo*Aislamiento, data=Datos) 

> Anova(ABCPE) 

Anova Table (Type II tests) 

 

Response: ABCPE 

                     Sum Sq   Df F value    Pr(>F)     

Ecotipo              180.11    6 21.8602 < 2.2e-16 *** 

Aislamiento         1046.51    9 84.6793 < 2.2e-16 *** 

Ecotipo:Aislamiento  548.74   54  7.4004 < 2.2e-16 *** 

Residuals           2729.85 1988                       

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> cld(lsmeans(ABCPE,~Ecotipo*Aislamiento),type = "response") 

 Ecotipo    Aislamiento   lsmean        SE   df lower.CL upper.CL 

 Sudáfrica  8-1 FP      1.433548 0.2104651 1988 1.020793 1.846304 

 Irán       8-1 FP      1.499655 0.2176015 1988 1.072904 1.926406 

 Bd         9-5 FP      1.756552 0.2176015 1988 1.329801 2.183303 

 Israel     8-1 FP      2.042258 0.2104651 1988 1.629503 2.455013 

 Uruguay    8-1 FP      2.188667 0.2139441 1988 1.769089 2.608245 

 Uruguay    25-5 FP     2.193667 0.2139441 1988 1.774089 2.613245 

 Irán       9-5 FP      2.395667 0.2139441 1988 1.976089 2.815245 

 Afganistán 8-1 FP      2.649615 0.2298128 1988 2.198916 3.100315 

 Bd         106-35 FPS  2.692667 0.2139441 1988 2.273089 3.112245 

 Irán       102-43 FG   2.698966 0.2176015 1988 2.272215 3.125716 

 Bd         105-41 FC   2.752500 0.2214531 1988 2.318195 3.186805 

 Bd         8-1 FP      2.793571 0.2214531 1988 2.359267 3.227876 

 Afganistán 9-5 FP      2.821923 0.2298128 1988 2.371224 3.272622 

 Pakistán   8-1 FP      3.024000 0.2139441 1988 2.604422 3.443578 

 Sudáfrica  112-10 FC   3.134000 0.2139441 1988 2.714422 3.553578 

 Irán       25-5 FP     3.136897 0.2176015 1988 2.710146 3.563647 

 Sudáfrica  9-5 FP      3.200333 0.2139441 1988 2.780755 3.619911 

 Sudáfrica  25-5 FP     3.243333 0.2139441 1988 2.823755 3.662911 

 Pakistán   105-41 FC   3.252857 0.2214531 1988 2.818553 3.687162 

 Irán       106-35 FPS  3.253667 0.2139441 1988 2.834089 3.673245 

 Uruguay    9-5 FP      3.275000 0.2139441 1988 2.855422 3.694578 

 Bd         25-5 FP     3.325000 0.2139441 1988 2.905422 3.744578 

 Irán       16-2 FPS    3.331000 0.2139441 1988 2.911422 3.750578 

 Bd         102-43 FG   3.346667 0.2139441 1988 2.927089 3.766245 

 Afganistán 25-5 FP     3.384286 0.2214531 1988 2.949981 3.818590 

 Uruguay    34-15 FG    3.462000 0.2139441 1988 3.042422 3.881578 

 Israel     9-5 FP      3.551290 0.2104651 1988 3.138535 3.964046 

 Pakistán   34-15 FG    3.552333 0.2139441 1988 3.132755 3.971911 

 Sudáfrica  105-41 FC   3.595000 0.2071504 1988 3.188745 4.001255 

 Uruguay    106-35 FPS  3.728667 0.2139441 1988 3.309089 4.148245 

 Irán       112-10 FC   3.780968 0.2104651 1988 3.368213 4.193723 

 Uruguay    112-10 FC   3.845667 0.2139441 1988 3.426089 4.265245 

 Afganistán 105-41 FC   3.859259 0.2255168 1988 3.416985 4.301533 

 Pakistán   25-5 FP     3.898571 0.2214531 1988 3.464267 4.332876 

 Israel     106-35 FPS  3.972333 0.2139441 1988 3.552755 4.391911 
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 Israel     25-5 FP     3.973226 0.2104651 1988 3.560471 4.385981 

 Israel     105-41 FC   4.027419 0.2104651 1988 3.614664 4.440175 

 Sudáfrica  106-35 FPS  4.091333 0.2139441 1988 3.671755 4.510911 

 Bd         34-15 FG    4.207333 0.2139441 1988 3.787755 4.626911 

 Israel     102-43 FG   4.218065 0.2104651 1988 3.805309 4.630820 

 Pakistán   112-10 FC   4.231667 0.2139441 1988 3.812089 4.651245 

 Bd         16-2 FPS    4.231852 0.2255168 1988 3.789578 4.674126 

 Afganistán 112-10 FC   4.250769 0.2298128 1988 3.800070 4.701468 

 Uruguay    102-43 FG   4.271667 0.2139441 1988 3.852089 4.691245 

 Uruguay    107-18 FG   4.292759 0.2176015 1988 3.866008 4.719510 

 Irán       105-41 FC   4.295667 0.2139441 1988 3.876089 4.715245 

 Uruguay    105-41 FC   4.302667 0.2139441 1988 3.883089 4.722245 

 Sudáfrica  34-15 FG    4.333667 0.2139441 1988 3.914089 4.753245 

 Sudáfrica  102-43 FG   4.348667 0.2139441 1988 3.929089 4.768245 

 Irán       34-15 FG    4.425806 0.2104651 1988 4.013051 4.838562 

 Israel     112-10 FC   4.436000 0.2139441 1988 4.016422 4.855578 

 Afganistán 102-43 FG   4.436667 0.2255168 1988 3.994393 4.878941 

 Bd         112-10 FC   4.457407 0.2255168 1988 4.015133 4.899682 

 Pakistán   106-35 FPS  4.466333 0.2139441 1988 4.046755 4.885911 

 Israel     16-2 FPS    4.576452 0.2104651 1988 4.163696 4.989207 

 Afganistán 16-2 FPS    4.583077 0.2298128 1988 4.132378 5.033776 

 Uruguay    16-2 FPS    4.587000 0.2139441 1988 4.167422 5.006578 

 Pakistán   107-18 FG   4.619333 0.2139441 1988 4.199755 5.038911 

 Afganistán 34-15 FG    4.635000 0.2298128 1988 4.184301 5.085699 

 Sudáfrica  16-2 FPS    4.694324 0.1926460 1988 4.316515 5.072134 

 Pakistán   102-43 FG   4.729667 0.2139441 1988 4.310089 5.149245 

 Sudáfrica  107-18 FG   4.785667 0.2139441 1988 4.366089 5.205245 

 Pakistán   9-5 FP      4.815172 0.2176015 1988 4.388422 5.241923 

 Israel     34-15 FG    4.826000 0.2139441 1988 4.406422 5.245578 

 Bd         107-18 FG   4.908696 0.2443413 1988 4.429504 5.387888 

 Afganistán 107-18 FG   5.070000 0.2214531 1988 4.635695 5.504305 

 Pakistán   16-2 FPS    5.118333 0.2139441 1988 4.698755 5.537911 

 Israel     107-18 FG   5.226452 0.2104651 1988 4.813696 5.639207 

 Afganistán 106-35 FPS  5.300769 0.2298128 1988 4.850070 5.751468 

 Irán       107-18 FG   5.482333 0.2139441 1988 5.062755 5.901911 
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