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RESUMEN  

 

El cultivo de arroz es de gran importancia a nivel mundial y nacional, por su elevado consumo en 

la alimentación humana. Este cereal es afectado por varias enfermedades, como las causadas 

por el género Fusarium spp, que inducen marchitamiento, pudriciones en la raíz, vaneamiento, 

manchado y deformación de los granos, entre otros síntomas; asimismo, producen micotoxinas, 

deteriorando la inocuidad del grano. En los últimos años en Colombia se han obtenido 

aislamientos de Fusarium spp. a partir de plantas de arroz con lesiones, por lo cual esta 

investigación buscó identificar las especies presentes en 54 aislamientos provenientes de 

diferentes regiones del país, por medio de análisis de secuencia de los genes TEF1-α y HIS3, y 

huellas genómicas por IGS-RFLP. Asimismo, establecer la relación entre las especies fúngicas 

identificadas con la inhibición de la germinación in vitro de plantas de arroz, la expresión de 

síntomas en invernadero y la producción de micotoxinas in vitro detectada por HPLC, para 

asociarlas a la presencia de genes implicados en la síntesis de fumonisinas.  La identificación 

molecular determinó que 31 aislamientos correspondieron a la especie F. proliferatum y 12 a F. 

verticillioides, las cuales se incluyen en el complejo Fusarium fujikuroi, consideradas como las 

principales especies implicadas en enfermedades en arroz. Estas especies presentaron los 

genes asociados a la biosíntesis de fumonisinas FUM1 y FUM21 y fueron capaces de producir 

in vitro micotoxinas del tipo FB1 y FB2. Las dos especies inhibieron la germinación de las semillas 

in vitro entre el 10 y el 60% y causaron síntomas asociados a la enfermedad Mancha café. Los 

resultados evidenciaron la relación de este género fúngico con el cultivo del arroz en Colombia y 

aportaron un precedente en el país frente a la patogenia y producción de toxinas que genera 

para así realizar su seguimiento y control. 

Palabras Claves: Fusarium proliferatum, arroz (Oryza sativa), PCR, IGS-RFLP, fumonisinas, 

FUM 1 Y FUM 21, patogenicidad. 
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ABSTRACT 

 

Rice cultivation is of great importance both globally and nationally due to its high consumption in 

human diets. This cereal is affected by several diseases, including those caused by the genus 

Fusarium spp., which induce wilting, root rots, blight, grain staining and deformation, among other 

symptoms. Additionally, these fungi produce mycotoxins, compromising the safety of the grain. In 

recent years in Colombia, isolates of Fusarium spp. have been obtained from rice plants with 

lesions, which prompted this research to identify the species present in 54 isolates from different 

regions of the country, using sequence analysis of the TEF1-α and HIS3 genes, as well as 

genomic fingerprinting by IGS-RFLP. The study also aimed to establish the relationship between 

the identified fungal species and the inhibition of in vitro germination of rice plants, the expression 

of symptoms in greenhouse conditions, and the in vitro production of mycotoxins detected by 

HPLC, in order to associate these traits with the presence of genes involved in fumonisin 

biosynthesis. Molecular identification determined that 31 isolates corresponded to the species F. 

proliferatum and 12 to F. verticillioides, both of which are part of the Fusarium fujikuroi species 

complex, recognized as major pathogens of rice. These species carried the fumonisin biosynthetic 

genes FUM1 and FUM21, and were capable of producing FB1 and FB2 type mycotoxins in vitro. 

Both species inhibited seed germination in vitro by 10 to 60% and caused symptoms associated 

with the disease known as brown spot. The results demonstrated the association of this fungal 

genus with rice cultivation in Colombia and provided a precedent in the country regarding its 

pathogenicity and mycotoxin production, highlighting the need for monitoring and control. 

Key Words: Rice crop, Fusarium spp., Grain discoloration, Pathogenicity, Molecular 

identification, Mycotoxins. 
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1.1. Marco Teórico 

 

1.1.1. El género Fusarium 

 

Fusarium es un género cosmopolita de hongos ascomicetos filamentosos, pertenecen a la familia 

Nectriaceae del orden Hypocreales dentro del phylum  Ascomycota; es un género complejo, 

heterogéneo y grande que circunscribe diversos taxones con características morfológicas, 

fisiológicas y ecológicas variables (Sharma & Marques, 2018; Samiksha & Kumar, 2021) con 

base en asociaciones de huéspedes, morfología y caracterizaciones moleculares, se estima que 

está compuesto por al menos 200 especies reconocidas en 22 complejos de especies (Sharma 

& Marques, 2018). Fusarium es reconocido por ocasionar enfermedades como marchitez, tizón, 

pudrición y cancros en muchos cultivos hortícolas, de campo, ornamentales y forestales tanto en 

ecosistemas agrícolas como naturales. (Abdel-Azeem et al., 2020). Fusarium como patógeno ha 

sido asociado como uno de los más destructivos a nivel agrícola, afectando diferentes cultivos 

de importancia económica como son el tomate, plátano, algodón, cereales, entre otros (Sampaio 

et al., 2020); La mayoría de las especies de Fusarium son hongos que habitan en el suelo, pero 

los conidios de este género se pueden propagar mediante el agua de lluvia y los sistemas de 

riego, que cuando se  secan se propagan por el aire, lo que los hace ideales para la dispersión 

atmosférica y a larga distancia, contribuyendo a su distribución global (Rampersad, 2020). Este 

patógeno presenta una gran capacidad para sobrevivir en el suelo durante muchas décadas en 

ausencia de un huésped, lo que permite que sea ampliamente distribuido en el suelo y que en 

un ambiente favorable pueda incurrir en infecciones y enfermedades para los cultivos que se 

desarrollen en esta zona.  
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1.1.2. Características macroscópicas y microscópicas 

 

El hongo forma colonias pigmentadas y su color varía de blanquecino a rosado, marrón o tonos 

lila. Forma conidióforos que pueden estar ramificados y conidios que se distinguen como 

macroconidios y microconidios (Figura 1). Algunas de las especies también pueden contener 

clamidosporas que pueden aparecer en posiciones intercalares o terminales y pueden ser 

solitarias, en grupos o cadenas. (Abdel-Azeem et al., 2020). 

El micelio aéreo puede ser afieltrado, algodonoso, difuso o incluso ausente; esta conformación 

está íntimamente relacionada con el medio de cultivo que se emplee. (Leslie & Summerell, 2006).   

Los conidióforos, cuando están presentes, suelen ramificarse desde la base, pero en algunas 

especies su producción en cultivo está restringida. A menudo, se forman pústulas complejas que 

consisten en conidióforos agregados (esporodoquios); se puede producir una masa viscosa 

confluente de esporas con apariencia grasa o grasienta (Abdel-Azeem et al., 2020; Crous et al., 

2021). 

De acuerdo con Abdel-Azeem et al (2020), el rasgo característico principal que es común entre 

casi todas las especies de Fusarium es la presencia de conidios en forma de plátano (Figura 1), 

pero las otras características morfológicas pueden diferir y, por lo tanto, se utilizan para fines de 

clasificación (Leslie y Summerell, 2008). 
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Figura 1. Características Microscópicas de Fusarium. Descripción de características 

morfológicas del género. A. Forma de las macroconidias B. Apéndice Macroconidias C. Base de 

macroconidias D. Forma de las Fiálides y agrupaciones de microconidias E. Conidióforo 

esporodoquial y células conidiógenas. F. Conidióforo aéreo con mesoconidios. G. Mesoconidios. 

H. Formas de las microconidias. Fuente: Crous, P. et al., 2021 

1.1.3. Ciclo de vida 

 

Fusarium spp. tienen ciclos de vida tanto sexuales como asexuales y son generalizados (Figura 

2); las estructuras miceliales haploides se forman en ambas etapas de desarrollo y el organismo 

crece como una colonia haploide de hifas que preceden a la meiosis y la producción de esporas 

haploides producidas sexualmente (ascosporas) (Ma et al., 2013; Dweba et al., 2017). 

Las ascosporas se producen en grupos de ocho en un saco (ascus) contenido dentro de una 

estructura en forma de matraz (peritecio). Las especies homotálicas son capaces de auto 
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fertilizarse, produciendo descendencia clonal de ascosporas (apomixis); las especies de 

Fusarium heterotálicas son auto estériles (Ma et al., 2013). 

Durante el ciclo de vida asexual, las estructuras miceliales producen tres tipos de esporas 

mitóticas, a saber: microconidios producidos a partir de conidióforos, macroconidios (esporas 

septadas) largas en forma de canoa son producidos a partir de esporodoquios y/o conidióforos 

en el micelio aéreo, y las clamidosporas (esporas resistentes de paredes gruesas) que son 

producidas sobre y dentro de hifas y macroconidios (Figura 2) (Ma et al., 2013).  

 

Figura 2. Ciclo de vida de Fusarium spp. Descripción de los diferentes estadios y forma de 

reproducción tanto sexual como asexual, adaptado de Hanan (2020)  

1.1.4. Clasificación taxonómica 

 

El reconocimiento como género de Fusarium fue descrito por primera vez por Link en 1809; 

siendo la característica principal, la presencia de las conidias distintivas en forma de plátano 

(Summerell et al., 2019). Desde su descubrimiento, la taxonomía de Fusarium ha seguido siendo 
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un tema de diferencia entre los especialistas. Varios autores han tratado de clasificar el género 

con base en distintos criterios (Samiksha & Kumar, 2021). 

Wollenweber y Reinking (1935) en su libro “Die Fusarien” clasificaron el género por ciertas 

características que presentaba el hongo, como los microconidios (presentes o ausentes) y su 

forma, presencia o ausencia de clamidosporas, ubicación de las clamidosporas (ya sea que estén 

intercaladas o terminales), forma de los macroconidios y de sus células basales. La jerarquía 

incluía 16 secciones, 65 especies, 55 variedades y 22 formas. (Samiksha & Kumar, 2021). 

Los siguientes avances importantes en la taxonomía de Fusarium se produjeron en 1982, 

Gerlach y Nirenberg quienes publicaron un atlas ilustrado de Fusarium, en el que se identificaron 

más de 90 especies y en 1983, Nelson et al. publicaron una guía de identificación en la que 

reconocieron 41 especies y otras 16 que consideraron subregistradas. Aunque hubo cierto 

antagonismo entre los defensores de ambos grupos, en retrospectiva hubo más similitudes que 

diferencias entre las publicaciones (Summerell, 2019). 

Antes de 2012, los hongos como Fusarium tenían diferentes nombres para sus estados sexual y 

asexual. Con el nuevo Código Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas (CIE), 

se estableció que se debía usar un solo nombre científico para cada especie, lo que eliminó la 

nomenclatura dual para hongos pleomórficos como era el caso de Fusarium (Van Diepeningen 

et al., 2014). Aunque había varios nombres potenciales para este género, se priorizó el más 

antiguo. Hawksworth sugirió criterios para decidir el nombre más adecuado, como el impacto en 

la comunidad científica, sin embargo, Geiser y otros recomendaron mantener el nombre 

Fusarium, destacando su uso en la literatura científica y su popularidad, propuesta que fue 

respaldada por varios científicos que trabajaban activamente en la investigación del género 

Fusarium (Summerell, 2019).  



20 
 

 

Actualmente, el género Fusarium se subdivide en complejos filogenéticos basados en métodos 

moleculares de identificación de especies, ya que mediante metodologías de clasificación 

convencionales basadas en características macro y microscópicos del cultivo no podían 

diferenciarse (Thomas, 2019). 

El género también ha sido a su vez subdividido en complejos de especies, esto hace referencia 

a la agrupación de especies con características morfológicas, marcadores filogenéticos y 

producción de toxinas compartidos, además de cierto nivel de especiación críptica. Estos 

complejos de especies incluyen: el complejo de especies Fusarium solani (FSSC), el complejo 

de especies Fusarium oxysporum (FOSC), el complejo de especies Fusarium dimerum (FDSC), 

el complejo de especies Gibberella fujikuroi (GFSC) y el complejo de especies Fusarium 

incarnatum - equiseti (FIESC) (Summerell, 2019). 

En general, se usan tres conceptos para definir las especies de Fusarium: la especie morfológica, 

la de especie biológica y la de especie filogenética (Choi et al.,2018).  

1.1.5. Identificación de especies de Fusarium  

La identificación precisa de patógenos a nivel de especie es esencial para el diagnóstico y manejo 

de enfermedades, ya que la comprensión de la identidad de un patógeno lo relaciona con el 

rango de hospedantes, distribución geográfica y potencial de producción de toxinas (O’Donnell 

et al., 2022). La mayoría de los aislamientos de Fusarium no se pueden identificar a nivel de 

especie usando solo características morfológicas; el análisis molecular y los estudios 

filogenéticos de múltiples locus han identificado varios loci informativos que resuelven las 

relaciones entre y dentro de las especies de Fusarium (Edel-Hermann, 2015). No obstante, la 

morfología es un componente fundamental de los conceptos genéricos y de especie de los 

hongos y no debe pasarse por alto (Crous et al., 2021). 
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Los métodos moleculares han ganado más atención por ser una forma más específica de 

identificación, obteniendo información sobre las relaciones genéticas, la taxonomía de la 

estructura poblacional y la epidemiología del hongo (Kumar, 2021). Los métodos moleculares 

actuales se basan principalmente en variantes de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

que involucran cebadores específicos de genes o especies, lo que proporciona un mejor enfoque 

que los métodos tradicionales (Deepa & Sreenivasa, 2019). La PCR multiplex en tiempo real se 

ha utilizado para la detección simultánea de múltiples especies de Fusarium, pero la detección 

aún se limita a unas pocas especies (Karlsson et al., 2016).  Las principales herramientas y 

métodos moleculares que se utilizan para este fin incluyen la tecnología de isoenzimas, el ADN 

polimórfico amplificado al azar (RAPD), marcadores Inter-secuencias Simples Repetitivas 

(ISSR), el polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) y las micromatrices de ADN (Samiksha & 

Kumar, 2021; Amatulli et al., 2012). 

Las secuencias que han sido valiosas para distinguir las especies y los orígenes de Fusarium 

incluyen la región del espaciador transcrito interno (ITS) de los genes de ARN ribosomal 

conservados y el espaciador intergénico (IGS) (Singha et al., 2016). De acuerdo con Thomas et 

al. (2019), el esquema de identificación recomendado se basa en la secuenciación de 3 genes: 

TEF1α (factor de elongación de traducción 1 alfa), RPB1 (subunidad más grande de ARN 

polimerasa) y RPB2 (segunda subunidad más grande de ARN polimerasa). El factor de 

elongación de traducción 1-α es comúnmente el marcador de identificación de primera elección, 

ya que tiene un poder de resolución muy bueno para la mayoría de las especies en todos los 

géneros tratados aquí, mientras que RPB2 permite una discriminación mejorada entre especies 

estrechamente relacionadas (Crous et al., 2021; Pollard y Okubara, 2019). 

Otros autores como Kaul et al. (2022) refieren que varias especies del género Fusarium 

comprenden regiones ortólogas y como consecuencia, la identificación basada en la región ITS 

puede ocasionar resultados erráticos y poco confiables. En este contexto, las regiones 
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genómicas que representan el factor de elongación de translocación 1-α (TEF1-α), β-tubulina 

(TUB), histonas (HIS) y calmodulina (CAL) han sido ampliamente utilizadas por diferentes grupos 

de investigadores para distinguir Fusarium spp. debido a su efectividad para caracterizar a nivel 

de especie, ya que son genes que codifican específicamente para ciertas proteínas y esto 

permite establecer variabilidad en cuanto a filogenia.  

Hay una gran cantidad de informes disponibles que resaltan la importancia de TUB, TEF1-α e 

HIS para resolver los límites de las especies de hongos, reafirman que la identificación y 

discriminación de especies basadas en las secuencias combinadas de los loci de genes es un 

recurso genómico más valioso que los loci de un solo gen (Kaul et al., 2022). 

1.2.1. Micotoxinas 

Las micotoxinas son sustancias químicas tóxicas, producidas como metabolitos secundarios de 

bajo peso molecular. Los hongos filamentosos como Fusarium, Alternaria, Aspergillus y 

Penicillium son los principales productores de estas sustancias que son fitotóxicas o nocivas para 

la salud humana y animal (Anfossi et al., 2016). Se ha descrito que contaminan cereales y otros 

alimentos como nueces, especias, frutas y sus derivados. En los cultivos pueden formarse antes 

y durante la cosecha, el secado y el almacenamiento en condiciones no adecuadas (Topi et al., 

2021). La formación de estas toxinas ocurre bajo ciertas condiciones, como el contenido de 

humedad, la cual debe estar para el caso de Fusarium en un 88%, la temperatura que oscile 

entre 18 a 30°C y los constituyentes de los alimentos (Serrano & Cardona, 2015; Gimeno & 

Martins, 2011). De acuerdo con Iqbal (2021), lo más probable es que este proceso inicie durante 

la fase previa a la cosecha del cultivo y luego se acumule durante la cosecha, el transporte y el 

almacenamiento.  

Hasta la fecha, se han identificado 400 tipos de micotoxinas, pero solo algunas de ellas son 

peligrosas para humanos y animales, incluidas las aflatoxinas (AF), la ocratoxina A (OTA), el 
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deoxinivalenol (DON), las toxinas T-2/HT-2, fumonisinas (FUM) y zearalenona (ZEN) (Khodaei 

et al., 2021). Las especies de Fusarium son probablemente los hongos productores de toxinas 

más dominantes en las regiones templadas, responsables de la enfermedad del tizón de la 

espiga por Fusarium en los cereales de grano pequeño y la enfermedad de la pudrición de la 

mazorca en el maíz que puede causar reducciones severas en el rendimiento de los cultivos 

(Topi et al., 2021). El arroz, al igual que otros cereales, puede estar sujeto a contaminación por 

micotoxinas, tanto en el campo como durante el almacenamiento. Varios estudios han informado 

la presencia de hongos micotoxigénicos y micotoxinas en el arroz, en particular especies de 

Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Bertuzzi et al., 2019). Por lo general, se informan diferentes 

especies de Fusarium micotoxigénicas en el arroz, como F. graminearum, F. fujikuroi y F. 

proliferatum. Las especies de Fusarium producen las tres clases más importantes de 

micotoxinas, a saber: tricotecenos, zearalenona (ZEN) y fumonisinas (FUM) (Ji et al., 2019). 

1.2.1.1. Fumonisinas 

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por Fusarium 

verticillioides y Fusarium proliferatum, se encuentran en todo el mundo principalmente en el maíz, 

especialmente cuando se cultiva en regiones cálidas, donde causan la llamada Pudrición de la 

mazorca por Fusarium (FER). Además, varias otras especies de Fusarium de menor importancia 

por su propagación, incidencia y ocurrencia mundial en cultivos agroalimentarios pueden producir 

esta micotoxina (Bertero et al., 2018; Ji et al., 2019). De acuerdo con lo descrito por Kamle et al. 

(2019) existen alrededor de 15 homólogos de fumonisinas distribuidos en los grupos A, B, C Y 

P, dentro de estas las más abundante es el tipo B donde encontramos los subgrupos FB1, FB2 

Y FB3, donde la forma más tóxica es la FB1. Las micotoxinas de Fusarium que se encuentran 

en los alimentos se producen principalmente en el campo, aunque puede ocurrir cierta síntesis 

de toxinas durante el almacenamiento. Las condiciones de temperatura y humedad son factores 

cruciales que afectan la infección por hongos y la síntesis de toxinas (Yazar & Omurtag, 2008).  
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Esta toxina se encuentra asociada a diferentes afecciones en animales y humanos que 

consumen alimentos contaminados con estos metabolitos secundarios. Los efectos de las 

fumonisinas en la salud humana se asocian a cáncer de esófago e hígado, defectos en el tubo 

neural y problemas cardiovasculares (Voss et al., 2007). Por esto la agencia internacional para 

la Investigación del Cáncer (IARC) caracterizó al FB1 como un posible carcinógeno humano del 

grupo 2B (Kamle et al., 2019). 

1.2.1.2. Zearalenona 

La zearalenona anteriormente conocida como toxina F-2 y actualmente abreviada como ZON, 

ZEN o ZEA, es una micotoxina que químicamente corresponde a una lactona del ácido 

resorcílico fenólico producida por varias especies de Fusarium, incluidos F. graminearum 

(Gibberella zeae), F. culmorum, F. cerealis (syn. F. crookwellense), F. equiseti y F. 

semitectum, que son hongos comunes del suelo, en climas templados. y países cálidos 

(Nahle et al., 2021).  La preocupación por la presencia de ZEA en los cultivos está relacionada 

principalmente con su contaminación de granos de maíz y productos de maíz, aunque ZEA 

se puede encontrar contaminando otros cultivos de importancia agroalimentaria (Bertero et 

al., 2018).  

 

En las zonas templadas de América, Europa y Asia, es una de las micotoxinas de Fusarium 

más prevalentes que se encuentra contaminando cereales y productos vegetales (Yazar & 

Omurtag, 2008b), así como en productos a base de cereales (harina, malta, soja y cerveza) 

(Zinedine et al., 2007). Al igual que las fumonisinas estas toxinas se generan principalmente 

en campo, antes de la cosecha, aunque también existen reportes de detección de estas 

micotoxinas bajo condiciones inadecuadas de almacenamiento.  
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La Zearalenona es una micotoxina de gran importancia en salud humana y animal, ya que su 

ingreso al organismo representa efectos inmunotóxicos, hepatotóxicos y xenogénicos; la 

actividad de ZEA está íntimamente ligada  al estado inmunológico del cuerpo y el estado del 

sistema reproductivo (adolescencia o etapa del embarazo), pues esta micotoxina tiene 

efectos estrogénicos debido a que su estructura presenta una similitud con la de los 

estrógenos naturales como el estradiol, de esta manera pueden interrumpir el funcionamiento 

del sistema endocrino (Ropejko & Twarużek, 2021) .  

1.2.1.3. Tricotecenos 

Los tricotecenos son una familia de más de 200 micotoxinas los cuales están clasificados en 

4 grupos (Tipo A, B C Y D), dentro de estas las más importantes a nivel de cereales son: 

Deoxinivalenol (DON), Nivalenol, Toxina T-2 y Toxina HT-2. Estos metabolitos secundarios 

se encuentran comúnmente en el trigo, la cebada, la avena y el maíz (McCormick et al., 

2011). Estas toxinas son resistentes a procesos como la molienda, el procesamiento, el 

calentamiento por lo cual es alta la probabilidad que estos contaminen los alimentos con 

mayor facilidad (Pinton & Oswald, 2014).  

De todas las micotoxinas de Fusarium identificadas, los tricotecenos son las micotoxinas más 

importantes desde el punto de vista económico y, con mayor frecuencia, se han asociado con 

toxicosis aguda y crónica en humanos y ganado (Huang et al., 2019)., este ha asociado a un 

efecto inmunosupresor debido a los múltiples efectos inhibidores que genera en las células 

eucariotas, como la inhibición en la síntesis de proteínas, ADN y ARN, entre otros (He et al., 

2010).  Estas micotoxinas también pueden causar retraso en el crecimiento, trastornos 

reproductivos, supresión del sistema inmunológico, anorexia, vómitos, hemorragias, diarrea 

e incluso la muerte en animales de experimentación y de granja (Huang et al., 2019).  
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1.2.2. Micotoxinas en Arroz 

De acuerdo con lo descrito por Ferre (2016) “El desarrollo de inóculos fúngicos en el grano se 

produce en el campo, durante su formación, o en el almacén, si este último no es tratado 

adecuadamente durante el procesamiento del grano. La presencia o ausencia de micotoxinas 

dependerá de diferentes factores como el aislado que contiene, sus interacciones con otros 

organismos del sustrato donde coexisten, la zona de producción y su climatología o las prácticas 

agrícolas y poscosecha, entre otros”. 

Es fundamental recordar que una vez que se dan las circunstancias adecuadas, los hongos 

pueden contaminar el arroz y producir micotoxinas. El contenido de humedad y la disponibilidad 

de agua durante el almacenamiento son dos de los factores más importantes que influyen en la 

producción de micotoxinas. Durante el almacenamiento, los hongos que han infectado la cáscara 

del arroz ingresan al endospermo, promoviendo posteriormente la producción de toxinas 

Chandravarnan et al. (2022b).  

En el 2019 Ávila et al., realizaron un estudio de la diversidad y potencial toxigénico del complejo 

de Fusarium FFSC aislados de regiones arroceras de Brasil, encontrando que en arroz se 

pueden detectar una cantidad relativamente alta de Bauvericina, Moniliformina y Fumonisinas. 

También en el artículo de Giorni et al, (2019), se reporta que varios estudios han demostrado la 

presencia de Micotoxinas en arroz ocasionadas por hongos micotoxigénicos como Fusarium, las 

más frecuentes son los tricotecenos, especialmente deoxinivalenol (DON) y Fumonisinas.  

Chandravarnan et al, (2022) Informan que las diferentes micotoxinas identificadas en el arroz son 

las aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) y G2 (AFG2); citrinina (CIT); esterigmatocistina 

(STE); fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) y B3 (FB3); zearalenona (ZEA); ácido ciclopiazónico 

(CPA); patulina (PAT); gliotoxina (GLI) y diferentes tricotecenos. La contaminación del arroz con 
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hongos y micotoxinas se considera una preocupación mundial constante porque afecta la 

seguridad, la calidad y las propiedades de los granos de arroz.  

1.3.1. Planta de Arroz (Oryza sativa) 

El arroz (Oryza sativa L), es una planta monocotiledónea anual, de origen asiático, perteneciente 

a la familia Poaceae y al género Oryza, de reproducción autógama diploide con 2n = 24 

cromosomas. El género Oryza, tiene más de 24 especies silvestres que crecen en regiones 

inundadas, semi-sombreadas y bosques en sureste de Asia, África, Sur y Centro América (Roy, 

2013). El género Oryza se ha clasificado en diferentes complejos de especies en función de 

nueve genomas distintos, a saber, A, B, C, D, E, F, G, H y J. El complejo O. sativa pertenece al 

genoma A y contiene dos especies domesticadas O. sativa y O. glaberrima y seis especies 

silvestres: O. rufipogon, O. nivara, O. barthii, O. longistaminata, O. meridionalis y O. 

glumaepatula. Estas especies constituyen el acervo genético principal del arroz (Sadia et al., 

2018). De las especies cultivadas, Oryza sativa es la de mayor importancia económica.  

 

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los tres principales cultivos alimentarios del mundo, siendo 

el alimento básico para más de la mitad de la población mundial. En cuanto a los principales 

países productores globales de arroz, resaltan China como el primer productor mundial con 211,9 

millones de toneladas (en la campaña 2020-2021); y en el segundo lugar, la India, con 129 

millones (124.4 millones de toneladas en la campaña anterior); de esta manera, los dos países 

participan con el 54% de la producción mundial de arroz pilado. Es importante señalar que existen 

cerca de 85 países en el mundo que producen arroz en menor o mayor escala; sin embargo, 

quince son los principales, los cuales representan el 90% de la producción mundial (FAO 2021). 

En Colombia de acuerdo con cifras del DANE en el quinto censo nacional arrocero se reporta 

una producción anual para el año 2023 de 3´188.266 toneladas de arroz, la cual está dada por 

23 departamentos donde los principales productores de este cereal son Casanare, Tolima y Meta 
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y el área sembrada total fue de 589.848 hectáreas, teniendo en cuenta esto el arroz es uno de 

los principales cereales en producción y consumo para la población colombiana.  

1.4.1. Enfermedades y síntomas en arroz asociados a Fusarium spp. 

Los patógenos de las plantas pueden ser parásitos, bacterias, virus o nemátodos (Sethy et al., 

2020). Las enfermedades del arroz se deben a varias limitaciones, como patógenos y plagas, 

deficiencia de nutrientes y condiciones ambientales inusuales. El cambio climático está 

provocando que muchos patógenos cambien su virulencia en los cultivos y ocasionando que el 

cultivo del arroz se vea afectado por muchos estreses bióticos (Pessôa et al., 2017).  

De acuerdo con lo descrito por Sifou et al. (2011); los hongos del género Fusarium son patógenos 

generalizados en los cereales de grano pequeño que se encuentran distribuidos en todas las 

zonas del mundo; estos causan enfermedades en las plantas conocidas como tizón o sarna de 

la cabeza por Fusarium.  La distribución geográfica de las especies de Fusarium está relacionada 

con las condiciones de temperatura y humedad, además de sus características patógenas y su 

impacto en pérdidas económicas. Muchas cepas de especies de Fusarium producen micotoxinas 

tradicionales (zearalenona, deoxinivalenol, tricotecenos, fumonisinas etc.) y micotoxinas 

emergentes como enniatinas (EN), beauvericina (BEA) y fusaproliferina (FUS) que ocasionan 

afectaciones en la inocuidad de granos.  

Los patógenos pueden transmitirse principalmente por semillas, pero también sobreviven en el 

suelo y en restos de plantas enfermas; así que las plantas se pueden infectar a través de la 

semilla, como después del trasplante en el campo principal. Los hongos fitopatógenos del género 

Fusarium afectan tanto a los órganos subterráneos de la planta y los haces vasculares, como a 

los órganos vegetativos y generativos aéreos, cuya infección puede ocurrir a lo largo de los 

túbulos del tallo o con gotitas en el aire. (Vorob’eva y Toropova, 2020). La actividad parasitaria 

de los fitopatógenos y la localización de sus nichos ecológicos están determinados por factores 
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ambientales y antropogénicos (Vorob’eva y Toropova, 2020). A continuación, se describen las 

principales enfermedades asociadas a plantas de arroz ocasionadas por el género Fusarium:  

1.4.1.1. Bakanae de arroz 

Es una enfermedad sistémica ampliamente descrita causada principalmente por Fusarium 

fujikuroi Nirenberg, sin embargo, se han descrito otras especies como F. proliferatum, F. 

verticillioides y F. andiyazi (Rong et al., 2018). Varios países productores de arroz han reportado 

esta enfermedad. La sintomatología en plantas infectadas por este patógeno principalmente son 

el alargamiento, el cual está relacionado con la producción de giberelinas (Piombo et al., 2021) 

y la pudrición de la planta (Bashyal, 2018). La enfermedad también puede inducir hojas delgadas 

y granos vacíos ocasionando esterilidad y una pérdida bastante considerable en el rendimiento 

de la semilla. (Piombo et al., 2021).  

La forma de diseminación de esta enfermedad está dada por la infección de granos de arroz en 

el campo y durante su posterior almacenamiento, coloniza las plántulas cultivadas a partir de 

granos contaminados y se propaga desde los semilleros hacia los campos a través del trasplante 

(Chung et al., 2016).  

1.4.1.2. Pudrición de la espiguilla 

 

La pudrición de la espiguilla es una de las enfermedades más devastadoras del arroz debido a 

la capacidad que tiene de reducir significativamente el rendimiento en todas las áreas del cultivo 

(Prabhukarthikeyan et al., 2021). La enfermedad es causada por Fusarium proliferatum, ocurre 

durante la última etapa de crecimiento de la planta, ocasiona que los granos de arroz se pudran 

y decoloren dando como resultado la deformación de estos y a su vez pérdida en su rendimiento 

(Lei et al., 2019).  
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Los síntomas de la enfermedad son manchas ovaladas de color rojo oxido o marrón amarillento 

en las glumas durante la etapa temprana del crecimiento, que cambian a lesiones de color 

marrón, marrón amarillento o marrón oscuro en las etapas posteriores. Los granos gravemente 

infectados presentan capas de moho de coloración blanca o rosa, provocando esterilidad en el 

arroz (Lei et al., 2019). 

 

Figura 3. Ciclo de la enfermedad pudrición de la Vaina ocasionado por Fusarium. El 

patógeno se transmite a través de semillas, lo que da como resultado plántulas infectadas (1). 

Las plántulas infectadas pueden morir (2) dando como resultado restos de plantas infectadas (3). 

La transmisión de hongos patógenos a las plántulas no se comprende tan bien (4). Las 

infecciones secundarias resultan de conidios liberados de plantas infectadas (5). Las plantas en 

fase vegetativa son especialmente susceptibles a la infección, los insectos y los ácaros también 

pueden propagar conidios y facilitar la infección al crear heridas (6). La pudrición ocurre en la 
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vaina que encierra las panículas jóvenes; Los granos de los macollos afectados se vuelven 

ásperos y decolorados. Granos infectados con Fusarium spp. pueden contaminarse con 

micotoxinas (7). Los patógenos pueden propagarse a nuevos campos a través de granos 

contaminados (8). Después de la cosecha, los restos de plantas infectadas permanecerán en el 

campo (9) sirviendo como inóculo para el siguiente ciclo de crecimiento (10). Tomado y adaptado 

de Bigirimana et al. (2015)  

1.4.1.3. Marchitamiento y pudrición de la raíz 

 

La enfermedad de marchitamiento y pudrición de la raíz es causada por varias especies de 

Fusarium. Es una enfermedad fúngica vascular ocasionada principalmente por Fusarium 

oxysporum, sin embargo, Fusarium commune también es uno de los patógenos causales del 

marchitamiento por Fusarium (Dita et al., 2018; Williamson-Benavides y Dhingra (2021).  

De acuerdo con Husna et al, 2021, se reporta en este estudio la asociación de Fusarium 

commune como agente causal de marchitamiento y pudrición de la raíz en plantas de arroz, 

donde a partir de pruebas de patogenicidad, todas las cepas de F. commune utilizadas en el 

estudio expresaron síntomas típicos de marchitez y pudrición de la raíz, por lo tanto, se pudo 

concluir que F. commune es un agente causal de la enfermedad de marchitez y pudrición de la 

raíz en el arroz. 

1.4.1.4. Tizón de la cabeza 

 

El tizón de la espiga por Fusarium (FHB) también conocida como sarna en arroz es una 

enfermedad importante del trigo, la cebada, el arroz y otros cultivos de cereales en todo el mundo, 

causada por varias especies (Dong et al., 2020; Gomes et al., 2015). Los miembros del complejo 

de especies de Fusarium graminearum (FGSC) son los principales patógenos que originan la 
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FHB. Esta es una enfermedad destructiva de los granos pequeños, dentro de los síntomas 

asociados con el arroz se incluyen manchas oscuras y/o pardeamiento de las glumas de arroz 

(Dong et al., 2020). 

También según lo descrito por Kim et al. (2018) la aparición de FHB ha ido en aumento en los 

campos de arroz antes y después de la floración debido al incremento de las temperaturas y las 

precipitaciones. Las panículas del arroz infectadas con FHB se vuelven irregulares y livianas; 

más adelante en la infección, las panículas infectadas cambian de color a amarillo, salmón o 

marrón y en casos graves, el grano entero se vuelve marrón. Hasta hace poco, la presencia de 

FHB en el arroz se reportaba principalmente en áreas donde antes se cultivaba cebada y trigo, 

pero en los últimos años se encontró la FHB en áreas de monocultivo de arroz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

1.2. Planteamiento del Problema 

 

El arroz es un cultivo importante en la agricultura, la producción de este cereal es la principal 

fuente de ingresos y empleo para más de 200 millones de hogares en todo el mundo. Es el 

alimento primordial para 2500 a 3500 millones de personas que se encuentran en su mayoría en 

países de bajos ingresos en rápido crecimiento (Asibi, et al 2019). En Colombia, el arroz ocupa 

el primer lugar de importancia económica dentro del cultivo de cereales, posicionando al país en 

el segundo lugar en Latinoamérica, con un total de 570.000 hectáreas sembradas para el año 

2023 y una producción de 2´838.000 toneladas (USDA 2024). 

Uno de los factores principales que afecta el crecimiento y desarrollo del arroz está asociado con 

las enfermedades causadas por hongos (Quintero, 2019), que conllevan a pérdidas a nivel 

económico, en el rendimiento y la calidad del grano. Dentro de las más descritas se hallan el 

añublo del arroz, la mancha marrón, la pudrición de la vaina y la escaldadura de la hoja (Chaibub, 

2020); sin embargo, también existen más hongos fitopatógenos asociados a diferentes 

afecciones en el arroz, como Cochliobolus miyabeanus, Sarocladium oryzae, Chaetomium, 

Fusarium, entre otros (Nganga, 2022).  

Colombia por su ubicación geográfica posee condiciones climáticas que favorecen el desarrollo 

de varias enfermedades bióticas en el arroz (Cuevas et al., 2018), lo que se evidencia en reportes 

asociados a enfermedades fúngicas a lo largo de la historia del cultivo en el país,  como en el 

año 2011, en el cual se declaró emergencia fitosanitaria por la aparición de la enfermedad 

conocida como “vaneamiento de la Espiga” que involucró principalmente los microorganismos 

Rhyzoctonia solani, Gaeumannomyces graminis y Pyricularia grisea, en la que se manifestó que 

la presencia de estos patógenos afectaba la calidad del grano y la productividad del cultivo de 

arroz en hasta un 60%, lo que conllevó al aumento en las pérdidas económicas por parte de los 
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agricultores (Resolución 2705 del 2011). En 2018 se reportó el incremento de la incidencia y 

severidad de la enfermedad causada por el hongo Gaeumannomyces graminis conocida como 

“Mal de pie o mancha naranja”. También en el artículo publicado por Rivera y Gómez en el 2012 

se asoció a Fusarium spp., como la causa de diferentes síntomas como marchitez y 

amarillamiento en las hojas, manchado y marchitez de la panícula, oscurecimiento y manchado 

de los granos en cultivos de arroz en el departamento del Cesar, lo cual, de acuerdo con los 

autores, son rasgos que permiten asociar a este microorganismo como patógeno. Pese a lo 

anterior, han sido pocos los informes donde se asocie a Fusarium como agente causal de 

desarrollo de síntomas y por ende la generación de enfermedades en el país. 

En los últimos años, en los laboratorios de fitosanidad de la Federación Nacional de Arroceros 

(FEDEARROZ), ha aumentado la recepción de muestras para el diagnóstico correspondientes a 

plantas y semillas de arroz con lesiones, de las cuales se han obtenido recurrentemente 

aislamientos de Fusarium; no existen reportes en Colombia que demuestran con precisión que 

las especies de este hongo estén siendo en el país los agentes causales de la mancha café u 

otras enfermedades o síntomas que se presentan en la planta. Adicionalmente no se conoce la 

producción de micotoxinas de estos aislamientos y su potencial impacto en la inocuidad del 

grano, parámetro cada vez más relevante, ya incluido en las normativas nacionales (Resolución 

4506 de 2013). 

1.3. Pregunta de Investigación  

 

¿Cuáles especies de Fusarium identificadas en los aislamientos obtenidos de lesiones en plantas 

de arroz en Colombia se encuentran asociadas como patógeno y potencial productor de 

micotoxinas de esta especie vegetal? 
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1.4. Justificación  

 

Los reportes de enfermedades nuevas han aumentado en las últimas décadas, causando 

estragos en la producción de arroz, si esta tendencia continúa, habrá más enfermedades que 

actualmente se conocen como menores y que se volverán más serias en un futuro cercano con 

una severidad alarmante (Pessôa et al., 2017). Dentro de estas enfermedades emergentes se 

encuentran las causadas por Fusarium el cual se encuentra en casi todas las regiones del mundo 

y habita en todo tipo de ecosistemas, este microorganismo es genéticamente diverso, lo que 

también sugiere que la composición genética del género cambia rápidamente y conduce así al 

desarrollo de nuevas cepas (Samiksha & Kumar, 2021).  

Los reportes asociados a enfermedades originadas por Fusarium en el cultivo del arroz 

corresponden a: el bakanae causado por Fusarium fujikuroi, en la que los cambios recientes en 

el clima y el patrón de cultivo han agravado su aparición, cobrando importancia incluso en áreas 

no tradicionales de cultivo de arroz (Bashyal et al., 2016). También se reporta la enfermedad de 

la pudrición de la espiguilla, causada por Fusarium proliferatum que actualmente se incluye en el 

complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), esta es una enfermedad de la panícula que 

ocurre durante la última etapa de crecimiento del arroz, causando que los granos se pudran, 

decoloren y deformen, con la consecuente reducción en la calidad y rendimiento de este cereal 

(Lei et al., 2019). Adicionalmente, Fusarium proliferatum ha sido informado como uno de los 

patógenos que causan la pudrición de la vaina que se caracteriza por granos parcialmente llenos 

o completamente vacíos; esta enfermedad afecta la calidad del arroz conllevando a que el 

mercado rechace los granos de color marrón o marrón negruzco, lo que provoca pérdidas 

cuantitativas (Pramunadipta et al., 2022). 
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En Colombia, dada la recurrente presencia de Fusarium spp. en los diagnósticos del laboratorio 

de Fitosanidad obtenidos por FEDEARROZ, se hace necesario realizar la identificación a nivel 

de especie de este microorganismo y establecer su relación con el desarrollo de posibles 

síntomas o enfermedades en la planta, así como la producción de micotoxinas del hongo, que 

posiblemente le permite colonizar esta gramínea y posteriormente el grano de arroz, lo que en 

elevadas concentraciones puede llegar a ser tóxico, ocasionado enfermedades en los 

consumidores (Mutiga et al., 2021). El conocimiento de las comunidades fúngicas asociadas con 

enfermedades en el arroz en el país es importante porque contribuye en la comprensión de la 

influencia de los hongos en la producción del cultivo y las posibles estrategias para el seguimiento 

y control de este. El manejo y control efectivo de las enfermedades del arroz requiere una 

vigilancia regular de patógenos para establecer la aparición y los cambios en las poblaciones de 

hongos a lo largo del tiempo (Nganga et al., 2022).  

En cuanto a la identificación de especies de Fusarium, esta se basa tradicionalmente en 

características morfológicas y pruebas de patogenicidad; son varios los estudios que han 

demostrado que las características morfológicas de los aislamientos de Fusarium generalmente 

no son estables dentro de una especie (Chang et al., 2018; Husna et al., 2021; Giraldo et al., 

2018). Actualmente se están empleando enfoques moleculares como PCR con cebadores 

específicos de especie y secuenciación de regiones de nucleótidos conservadas, preferiblemente 

de regiones espaciadoras transcritas internas (ITS), los genes TEF1-α y rpb2, para detectar 

patógenos fúngicos a nivel de especie (Murugan, et al 2020).   

Adicionalmente es importante asociar los síntomas que este microorganismo puede 

desencadenar, para esto los postulados de Koch son el estándar de oro donde se establece la 

relación etiológica entre un patógeno putativo y su huésped; éstos fueron formulados para 

garantizar que se aplique el rigor científico al proponer un microbio/agente infeccioso potencial 

como patógeno para una enfermedad específica (Bhunjun et al., 2021).  
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Por otra parte, el estudio de micotoxinas se hace necesario, ya que los niveles máximos de 

micotoxinas admisibles establecidos por cada país, de acuerdo con las guías internacionales, 

están regulados en todo el mundo y es obligatorio monitorear su presencia en varios productos 

para garantizar la seguridad alimentaria y la protección de la salud de los consumidores (Anfossi 

et al., 2016). La toxicidad por micotoxinas en los alimentos puede ocurrir en concentraciones muy 

bajas, lo que requiere la disponibilidad temprana de métodos sensibles y confiables para su 

detección (Chauhan et al., 2016). 

En los laboratorios de Fitosanidad de FEDEARROZ actualmente no se cuenta con un protocolo 

establecido para realizar el diagnóstico integral que permita caracterizar al género Fusarium y 

llegar así al nivel de especie. Por lo que es necesario desarrollar a través de este estudio una 

metodología que permita identificar los aislamientos, establecer si las especies identificadas son 

causales de enfermedad y evaluar la producción de micotoxinas, para generar estrategias de 

manejo del cultivo más específica y garantizar la rentabilidad del cultivo y la inocuidad del grano 

de arroz para el país.  

 

1.5. Hipótesis  

 

En los aislamientos obtenidos de lesiones en plantas de arroz de Colombia se identifican 

especies de Fusarium causantes de síntomas en los cultivos y se puede establecer la relación 

que tienen como patógeno y toxigénico del cereal. 
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1.6. Objetivos 

1.6.1. General 

 

Establecer la identidad de las especies de Fusarium presentes en una colección de aislamientos 

colombianos obtenidos de lesiones en plantas de arroz, para determinar su patogenicidad y 

producción de micotoxinas. 

1.6.2. Específicos 

 

1. Identificar las especies de Fusarium presentes en la colección de aislamientos obtenidos 

de lesiones en plantas de arroz.  

2. Caracterizar la producción in vitro de micotoxinas de las especies de Fusarium 

identificadas. 

3. Evaluar el desarrollo de síntomas en plantas de arroz a partir de la inoculación de las 

especies de Fusarium identificadas.  
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2. Capítulo 2. Identificación de especies de 

Fusarium por métodos moleculares.  

 

2.1. Introducción 

 

Los métodos convencionales para la identificación de especies de Fusarium spp., consumen 

tiempo y requieren la experiencia por parte del profesional que realiza los diferentes análisis 

microbiológicos (Divakara et al., 2013; Никитин et al., 2023). Aunque la identificación morfológica 

puede ser problemática por lo mencionado anteriormente, sigue siendo vigente y se suele utilizar 

junto con métodos moleculares. Varias herramientas moleculares, como los métodos basados 

en PCR, permiten caracterizar las diferencias entre especies en función de la diversidad genética 

que presentan. Algunas de estas técnicas son el ADN polimórfico amplificado aleatorio (RAPD), 
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el polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), el polimorfismo de longitud de 

fragmentos amplificados (AFLP), la secuencia de ADN espaciadora intergénica (IGS) y el 

espaciador transcrito interno (ITS). Otras técnicas como el método MALDI-TOF MS se utiliza 

para identificar especies de Fusarium en aplicaciones de agricultura y seguridad alimentaria 

(Ekwomadu & Mwanza, 2023; O’Donnell et al., 2015). 

También, se han reportado marcadores moleculares que se mantienen vigentes y que han sido 

los marcadores genéticos que posibilitan posteriormente su secuenciación y arrojan con exactitud 

las especies; De acuerdo con O’Donnell et al. (2015), se han empleado por cumplir criterios para 

el reconocimiento filogenético de la especie, que son: 1) aplicables en la amplitud filogenética de 

Fusarium considerando que el género es amplio con unas 300 especies, 20 complejos de 

especies y 9 linajes monotípicos, 2) informativos sobre el nivel de especie y 3) ortólogos en el 

género. Los marcadores que cumplen con estas características son:  el factor de elongación de 

la traducción 1-α (TEF1-α), la ARN polimerasa II dirigida por ADN más grande (RPB1) y la 

segunda subunidad más grande (RPB2).  

Además de lo descrito anteriormente, y pese a la especificidad de estos marcadores se usan 

complementariamente a estos, dos o más genes para establecer las relaciones filogenéticas 

entre aislamientos de Fusarium. Según la base de datos de Fusarium MLST 

(http://www.cbs.knaw.nl/Fusarium), los marcadores complementarios son calmodulina (Cmd), β-

tubulina (benA) e histona H3 (HIS3) (Choi et al., 2018; O’Donnell et al., 2022).  

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente muchos autores establecen un esquema de trabajo 

en sus publicaciones para poder llegar con éxito a una identificación, establecen la importancia 

de un correcto proceso de aislamiento del patógeno en un medio adecuado como puede ser Agar 

Papa Dextrosa (PDA), donde se puedan evidenciar sus características tanto macroscópicas 

como microscópicas, posteriormente la extracción de ácidos nucleicos la cual puede ser 
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desarrollada por diferentes métodos: Kit comerciales para la extracción de ADN, mediante 

reactivos preparados manualmente (CTAB; soluciones con alta concentración de sal) 

complementados con métodos físicos como la maceración o lisis con perlas (Fredricks et al., 

2005). 

De un proceso de extracción efectivo, depende que se obtenga una buena cantidad y 

concentración de ADN, que posteriormente posibilite la amplificación mediante PCR de esos 

fragmentos que son de interés, para poder realizar la posterior secuenciación e identificación de 

las especies (O’Donnell et al., 2022). 

Por lo cual, el objetivo de este capítulo fue realizar la identificación molecular de los aislamientos 

que fueron obtenidos de plantas de arroz con síntomas, mediante la realización de polimorfismos 

de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) a partir de la secuencia de ADN espaciadora 

intergénica (IGS) y la secuenciación de genes a partir de los marcadores factor de elongación de 

la traducción 1-α (TEF1-α) e Histona 3 (HIS3), los cuales como se mencionó anteriormente son 

genes altamente resolutivos y complementarios.  

2.2. Materiales y Métodos  

2.2.1. Colección de Aislamientos 

 

Los aislamientos puros de Fusarium corresponden a una colección que fue obtenida durante los 

años 2018, 2019 y 2022; éstos fueron obtenidos en su momento a partir de plántulas de arroz 

comerciales de diferentes partes de Colombia (Meta, Casanare y Tolima) que presentaron 

síntomas en hojas, vainas, tallos, panículas y granos. Estas colecciones se encuentran 

conservadas en agar PDA (Potato Dextrosa Agar OxoidTM) a 4°C y papel filtro. El pasaporte de 

ingreso de cada aislamiento se encuentra descrito en el anexo 1. 
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2.2.2. Recuperación y conservación de Aislamientos  

A partir de la colección de aislamientos conservados en medio PDA, se realizó la recuperación 

de estos para su posterior evaluación. Para esto se realizaron repiques de los aislamientos en 

agar PDA, incubando durante 7 días a 25 °C, con periodos de luz: oscuridad 12:12 horas. 

Transcurrido este tiempo se procedió a realizar la conservación en caldo arroz con glicerol al 

40% (v/v), en el cual se colocó una suspensión concentrada de esporas proveniente de los 

aislamientos recuperados en PDA con 7 días de edad; estos se almacenaron a -20 °C. 

2.2.3 Verificación de Características Morfológicas  

Se emplearon cultivos en PDA para la caracterización macro y microscópica de los aislamientos. 

El micelio del hongo se colocó en el centro de la caja Petri con PDA, el crecimiento micelial y los 

caracteres de las colonias fueron evaluadas 8 días después de su incubación a 25°C con 

periodos de luz: oscuridad 12:12 horas. Posteriormente, las estructuras propagativas se 

observaron usando un microscopio óptico (Olympus Cx31 Guangdong, China, lentes 40X y 

100X), verificando que las características visualizadas fueran similares a las descritas cuando 

fue realizada la colección, evidenciando así la conservación de cultivos puros y que 

correspondieran a aislamientos del género Fusarium.   

2.2.4 Identificación de especies de Fusarium por métodos moleculares 

2.2.4.1 Extracción de ADN 

La extracción de ADN genómico de cada aislamiento puro se realizó de acuerdo con el protocolo 

descrito por Bashyal et al. (2015) con ligeras modificaciones. A partir de los aislamientos que se 

encontraban en agar PDA, se realizó inoculación de micelio en 50 mL de medio líquido Czapeck 

(OXOID Ltd.) y se dejó en incubación durante 8 días en agitación constante 100 rpm a 25 °C, a 

los 8 días se obtuvo crecimiento micelial el cual fue  filtrado y posteriormente macerado en 
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nitrógeno líquido, se resuspendió en 700 μL de buffer CTAB más 10 μL Proteinasa K 

(Invitrogen™, 20 mg/mL), incubado a 65°C durante 1 hora con agitación cada 20 minutos, 

posteriormente se adicionó un volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), se mezcló por 

inversión durante 20 minutos y se centrifugó durante 20 minutos a 10.000 rpm, se realizó la 

extracción de la fase acuosa a un tubo nuevo al cual se le adicionaron 0.1 volúmenes de acetato 

de sodio (3M) y un volumen de isopropanol frío, se dejó en precipitación a -20°C durante 12 horas 

y  se centrifugó durante 20 minutos a 10 .000 rpm. El pellet se lavó con etanol al 70% tres veces 

y se secó a temperatura ambiente. Finalmente, el pellet fue disuelto en Buffer TE más RNasa 

con una posterior incubación a 37°C durante una hora y 10 min a 65°C. El DNA se cuantificó por 

medio del Fluorómetro de la marca Qbit Invitrogen 1.0 (ThermoFisher scientific, USA), y el 

análisis de calidad se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,0 %. 

2.2.4.2 Amplificación por PCR de punto final de Genes Específicos 

para Fusarium. 

La discriminación hasta nivel de especie de los aislamientos se realizó mediante el análisis de 

secuencia de los genes TEF-1α y HIS3 Choi et al., (2018), el gen TEF1-α se amplificó por PCR 

usando las secuencias de iniciadores ef1 (5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAEAGAC-3) y ef2 (5-

GGA(G/A)GTACCAGT(G/C) ATCATGTT-3), cuyo fragmento esperado fue de 660 pb Choi et al., 

(2018). El gen HIS3 se amplificó usando el par de secuencias diseñadas por Glass & Donaldson, 

1995, denominadas H3-1a (5-ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG-3) y H3-1b (5-

GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT-3), cuyo fragmento esperado fue de 474 pb. La amplificación 

por PCR de los dos genes se realizó en un volumen de 25 µL de acuerdo con la descripción 

reportada por Choi et al., (2018). Todas las reacciones fueron procesadas en un termociclador 

T1000 Bio-Rad con una denaturación inicial de 94°C por 4 min, seguido por 35 ciclos compuestos 

de denaturación a 94°C por 1 min, anillamiento a 56 y 68°C, respectivamente, por 1 min, 72°C 

por 1 min y una extensión final a 72°C por 1 min. El producto amplificado fue resuelto por 



56 
 

 

electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% teñido con SYBR Safe en buffer TAE 1x. El gel se 

visualizó bajo condiciones UV y fotografiado con el equipo foto digitalizador Bio-Rad Molecular 

Imagen Gel Doc. XR.  

2.2.4.3 Secuenciación de los genes TEF1-α e HIS3 y análisis 

Filogenéticos.  

La secuenciación de los genes TEF1-α e HIS3 de los aislamientos se realizó en el Instituto de 

Genética de la UNAL por la metodología de Sanger. La identificación de los aislamientos se 

realizó empleando las bases de datos Fusarium ID (Geiser et al 2004) y BLAST del NCBI 

(Altschul et al., 1990). Las secuencias forward y reverse se ensamblaron usando el programa 

CAP3 Sequence Assembly Program (Huang & Madan, 1999b). Los análisis filogenéticos se 

realizaron usando el software MEGA 7.0 (Tamuta et al., 2007), las distancias evolutivas fueron 

computadas usando el Maximum Composite Likelihood method.  

Para establecer asociaciones con las especies identificadas con el lugar de recolección y 

variedad infectada se realizó un análisis de correspondencias mediante el software Infostat 

versión 2020. 

2.2.4.4 Análisis IGS – RFLP 

La región IGS del ADN ribosomal de cada aislamiento de la colección se amplificó usando las 

secuencias reportadas por Hsuan et al. 2010, donde se emplearon los cebadores CLN12 (5- 

CTGAACGCCTCTAAGTCAG -3) y CNS1 (5- GAGACAAGCATATGACTACTG -3), cuyo 

fragmento esperado fue de 2600 pb. La amplificación por PCR de punto final se llevó a cabo en 

un volumen final de 25 µL y se estandarizaron las condiciones de reacción y concentración de 

reactivos según lo reportado por este autor. Las reacciones se procesaron en un termociclador 

T1000 Bio-Rad 1861096 (California, USA), con una denaturación inicial de 94°C por 2 min, 

seguido por 35 ciclos compuestos de denaturación a 94°C por 1 min, anillamiento a 60°C por 1 
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min, 72°C por 2 min y una extensión final a 72°C por 7 min. El producto amplificado se verificó 

por electroforesis en un gel de agarosa al 2% teñido con SYBR Safe corrido en buffer TAE 1X. 

El gel se visualizó en condiciones UV y fotografió con un equipo digitalizador Bio-Rad Molecular 

Imagen Gel Doc. XR.  

Posterior a la amplificación de la región IGS de cada uno de los aislamientos, se realizaron cortes 

de los amplímeros obtenidos las regiones con tres enzimas de restricción: AluI, RsaI y AvaI. La 

digestión se realizó según las instrucciones del fabricante. El producto de PCR digerido se corrió 

en gel de agarosa al 2% (Promega) en tampón TAE durante 120 min a 75 V / 150 mA y se tiño 

con SYBR Safe para visualizarlo en un transiluminador UV. El tamaño de los fragmentos de 

restricción se estimó y determinó por comparación con marcadores de peso molecular. Se 

analizaron los patrones de bandeo de cada uno de los aislamientos y se desarrolló un análisis 

de agrupamiento a través de la elaboración de una matriz de presencia ausencia mediante el 

software NTsys PC (Numerical Taxonomy System for Personal Computer) versión 2.2 para 

establecer grupos genotípicos dentro de los aislamientos de la colección. 

 

2.3. Resultados 

2.3.1 Recuperación de aislamientos y extracción de ADN 

 

Se recuperaron un total de 54 aislamientos a los cuales inicialmente se les verificaron sus 

características macroscópicas y microscópicas (Figura 4), validando que los mismos se 

encontraran puros y viables de acuerdo con lo descrito en el pasaporte de cada uno de estos.  
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Figura 4. Verificación de características macro y microscópicas de los aislamientos 36-A, 45-B y 

107-C. A1, B1 y C1 anverso de 3 aislamientos de Fusarium. A2, B2 Y C2 Reverso de 3 

Aislamientos de Fusarium. A3, B3 y C3 Macroconidios de 3 aislamientos de Fusarium 

visualizados en microscopio óptico a 40X de aumento, tinción con azul de lactofenol.   

A partir de los aislamientos se realizaron las extracciones de ADN donde se obtuvieron 

concentraciones entre 10 a 40 ng/ μl como se muestra en la Tabla 1. En cuanto a la calidad del 

ADN se evidenciaron bandas definidas sin degradación demostrando así la calidad en la 

extracción realizada. (Figura 5). Esto se correlacionó directamente con la relación 260/280 

obtenida en el Nanodrop la cual estuvo entre 1.8 y 2.0.  



59 
 

 

Tabla 1. Concentraciones de ADN obtenido en proceso de extracción. Concentración de ADN 

de cada uno de los aislamientos reportada en ng/ μl cuantificado en Qbit.   

 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de extracciones de ADN de los aislamientos de Fusarium spp. 

Verificación de calidad en el proceso de extracción. Pozo 1, Marcador de peso molecular (2000 

pb); pozos del 2 -21 ADN de los aislamientos de Fusarium. Gel de agarosa al 1,5 %.  

NUMERO 

AISLAMIENTO

CONCENTRACION 

ADN               

(ng/μl)

NUMERO 

AISLAMIENTO

CONCENTRACION 

ADN               

(ng/μl)

NUMERO 

AISLAMIENTO

CONCENTRACION 

ADN               

(ng/μl)

NUMERO 

AISLAMIENTO

CONCENTRACION 

ADN               

(ng/μl)

1 24.4 37 23.3 62 25 102 28.9

5 11.9 38 11.3 64 17.8 103 46.2

6 23.9 39 16.2 65 15.3 104 43.7

7 27.8 40 12.3 66 13.8 105 32.5

8 8.36 42 14.5 68 21.5 106 44.8

10 33.5 44 12.2 69 17.4 107 21.6

20 21.8 45 22.2 70 3.34 201 46.4

22 16.1 46 13.8 71 28.3 108 36.8

23 66.6 49 10.3 72 41.5 109 7.64

24 12.8 51 25.5 74 33.8

30 57.6 53 46.4 77 10.7 F. oxysporum 45.7

31 10 54 39.1 78 15.7

F. Oxysporum 

f. sp. dianthi 34.6

34 10.9 59 15.8 81 11.2

35 24.7 60 45 82 20.1

36 15.5 61 16.1 101 31.4

CONTROLES EMPLEADOS
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2.3.2 Identificación molecular mediante análisis de secuencias TEF1-α e 

HIS3.  

La amplificación de los genes TEF1-α e HIS3 fue exitosa logrando obtener un producto de PCR 

de 660 pb y 474 pb respectivamente (Figura 6). Los datos obtenidos posterior a la secuenciación 

fueron verificados en la base de datos de GenBank/NCBI y la búsqueda con BLAST mostró que 

el porcentaje de similitud oscilaba entre 96 a 100 % con las secuencias de referencia en el NCBI 

GenBank, por lo cual el nombre de especie asignado fue de acuerdo con el resultado arrojado 

en esta búsqueda (Tabla 2). Basándose en el análisis de la secuencia del gen TEF1-α de los 54 

aislamientos se identificaron un total de 8 especies las cuales se distribuyeron de la siguiente 

forma: 31 aislamientos (57%) correspondientes a F. proliferatum 12 aislamientos (22 %) F. 

verticillioides, en cuanto al otro 21 % de la colección se evidenciaron especies como F. andiyazi, 

F. cassiae, F. sacchari, F. sulawesiense, F. oxysporum, F.  incarnatum (Tabla 2). Esta 

identificación pudo demostrar que el gen TEF1-α es altamente específico para diferenciar entre 

especies del género Fusarium.  

En cuanto al análisis de la secuencia del gen HIS3 presenta una alta resolución para especies 

del género como F. proliferatum y F. verticillioides pues los aislados presentaron un 99 a 100 % 

de identidad (Tabla 2). 
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Figura 6.  Productos de PCR obtenidos  a partir de amplificacion de los genes TEF1-α (A) e HIS3 

(B). Pozo 1 (A y B) Marcador de peso molecular (100 pb); Pozos de 2 - 6 ADN amplificado de 

gen TEF1-α (A); Pozos 2 - 4 y 6 - 8 amplificación de ADN de aislamientos para el gen HIS3 (B). 

Gel de electroforesis al 1,5 %.  

 

Tabla 2. Detalle de identificación de especies de Fusarium basado en el análisis de secuencia 

de los genes TEF-1α e HIS3 en NCBI- BLAST. Porcentaje de identidad obtenidio en cada gen. 

NUMERO DE 
AISLAMIENTO 

Gen TEF1α Gen HIS3 

ESPECIE 
PORCENTAJE 
DE IDENTIDAD 

ESPECIE 

PORCENTAJE 
DE 

IDENTIDAD 

1 Fusarium oxysporum 99,86% Fusarium proliferatum 91,13% 

5 Fusarium andiyazi 99.14%  Fusarium nygamai 97,30% 

6 Fusarium proliferatum 99,15% Fusarium proliferatum 99,61% 

7 Fusarium proliferatum 99,86% Fusarium proliferatum 99,81% 

8 Fusarium verticillioides 99,44% Fusarium verticillioides 99,39% 

10 Fusarium proliferatum 98,75% Fusarium proliferatum 99,61% 

20 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00% 

22 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,04% 

23 Fusarium proliferatum 98,06% Fusarium proliferatum 99,81% 

24 Fusarium verticillioides 98,71% Fusarium verticillioides 99,43% 

30 Fusarium proliferatum 96,05% Fusarium proliferatum 99,81% 

31 Fusarium proliferatum 99,72% Fusarium proliferatum 99,42% 
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34 Fusarium verticillioides 97,89% Fusarium verticillioides 98,28% 

35 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,80% 

36 Fusarium proliferatum 99,44% Fusarium proliferatum 99,58% 

37 Fusarium proliferatum 99,02% Fusarium proliferatum 100,00% 

38 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 100,00% 

39 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 98,83% 

40 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 99,41% 

42 Fusarium proliferatum 98,87% Fusarium proliferatum 100,00% 

44 Fusarium proliferatum 99,14% Fusarium proliferatum 100,00% 

45 Fusarium proliferatum 99,57% Fusarium proliferatum 99,81% 

46 Fusarium sacchari 99,00% Fusarium subglutinans 99,33% 

49 Fusarium sacchari 98,88% Fusarium subglutinans 99,33% 

51 Fusarium verticillioides 99,72% Fusarium verticillioides 99,43% 

53 Fusarium proliferatum 99,15% Fusarium proliferatum 100,00% 

54 Fusarium verticillioides 97,73% Fusarium verticillioides 98,08% 

59 Fusarium verticillioides 97,87% Fusarium verticillioides 98,46% 

60 Fusarium oxysporum 99,40% Fusarium proliferatum 98,47% 

61 Fusarium proliferatum 99,14% Fusarium proliferatum 100,00% 

62 Fusarium proliferatum 98,73% Fusarium proliferatum 100,00% 

64 Fusarium verticillioides 99,58% Fusarium verticillioides 99,17% 

65 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 100,00% 

66 Fusarium proliferatum 99,28% Fusarium proliferatum 99,81% 

68 Fusarium proliferatum 99,00% Fusarium proliferatum 99,81% 

69 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00% 

70 Fusarium verticillioides 95,98% Fusarium verticillioides 97,85% 

71 Fusarium proliferatum 99,43% Fusarium proliferatum 99,81% 

72 Fusarium verticillioides 99,86% Fusarium verticillioides 98,08% 

74 Fusarium proliferatum 99,29% Fusarium proliferatum 100,00% 

77 Fusarium proliferatum 99,58% Fusarium proliferatum 99,61% 

78 Fusarium proliferatum 99,71% Fusarium proliferatum 100,00% 

81 Fusarium proliferatum 99,57% Fusarium proliferatum 99,61% 

82 Fusarium verticillioides 98,66% Fusarium verticillioides 98,47% 

101 Fusarium sulawesiense 99,43% Fusarium incarnatum 97,25% 

102 Fusarium verticillioides 98,85% Fusarium verticillioides 98,76% 

103 Fusarium sulawesiense 99,02% Fusarium incarnatum 99,80% 

104 Fusarium sulawesiense  99,57% Fusarium incarnatum 98,83% 

105 Fusarium sulawesiense  99,02% Fusarium incarnatum 100,00% 

106 Fusarium proliferatum 99,86% Fusarium proliferatum 99,81% 

107 Fusarium cf. incarnatum 99,43% Fusarium incarnatum 99,80% 

108 Fusarium verticillioides 99,72% Fusarium verticillioides 98,66% 

109 Fusarium cassiae 99,14% Fusarium proliferatum 97,66% 
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201 Fusarium proliferatum 98,73% Fusarium proliferatum 99,81% 

Aunque el enfoque de nuestro proyecto no fue epidemiológico, se planteó verificar la asociación 

que presentaban las variables: región, especie identificada y variedad empleada; a partir del 

análisis estadístico implementado pudimos ver que las dos especies predominantes dentro de la 

colección se presentaron en la región del Meta, donde F. verticillioides se vio asociado a regiones 

al norte del departamento y los aislamientos de F. proliferatum se encontraron más en zonas del 

sur del departamento (Figura 7), en cuanto a las variedades infectadas no se pudo establecer 

asociación con una especie específica. 

 

Figura 7. Análisis de correspondencias de relación entre especie, lugar y variedad realizado con 

el software Infostat versión 2020. 
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2.3.3. Análisis filogenético 

Las secuencias de los genes HIS3 y TEF1-α fueron utilizadas para generar dos dendogramas 

correspondientes a árboles consenso con el software MEGA 7 utilizando el método de máxima 

verosimilitud y valores de Bootstrap de 1000. (Figura 8), se evidencio la conformación de 10 

grupos (H1 al H10) en el caso del gen HIS3, el H1 agrupó 31 de los 34 aislamientos identificados 

previamente como F. proliferatum (Tabla 2) los grupos H4 y H5 incluyeron los 12 aislamientos de 

F. verticillioides, en H6 y H7 se agruparon los aislamientos que correspondieron a F. 

sulawesiense y H9 agrupo dos aislamientos de F. proliferatum. En cuanto al dendograma 

generado con el gen TEF1-α se evidencia la conformación de nueve grupos (T1 – T9) donde se 

evidencia que F. proliferatum está conformado por los grupos T2 Y T9, en cuanto a F. 

verticillioides este se conformó por los grupos T2 y T4. En el grupo T3 se encuentran especies 

como F. cassiae, F. sulawesiense y F. incarnatum; en el grupo T6 encontramos a F. andiyazi y 

en T8 encontramos agrupado a F. sacchari.  Los árboles filogenéticos obtenidos a partir de 

análisis de secuencias de TEF1-α agruparon claramente las diferentes especies, lo que confirma 

que el gen TEF1-α es un buen marcador para la identificación entre especies del género 

Fusarium spp.  
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Figura 8. Dendogramas generados a partir de secuencia gen TEF1-α (A) e HIS3 (B). 

Agrupamiento de especies de los complejos F. fujikuroi (FFSC); F. oxysporum (FOSC); Fusarium 

incarnatum-equiseti (FIESC). Análisis en software MEGA 7.  

2.3.4. IGS – RFLP 

Se logró la amplificación a partir de le región IGS de un fragmento de ADN de 2600 pb para cada 

uno de los aislamientos (Figura 9), posteriormente el fragmento fue digerido con cada una de las 

enzimas de restricción (AluI, RsaI y AvaI), los fragmentos de restricción de menos de 200 pb no 

se tuvieron en cuenta porque no se resolvieron claramente mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 2,0% (Figura 10). El detalle de los patrones de bandas o haplotipos y sus tamaños de 
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fragmentos de restricción estimados a partir de digestiones de DNA IGS se pueden observar en 

la Tabla 3. Cada una de las enzimas de restricción digirieron los productos de PCR entre uno y 

siete fragmentos. 

 

Figura 9. Productos de PCR obtenidos a partir de amplificación con cebadores de región IGS. 

Fragmento de 2600 pb. Gel de agarosa al 2 %. Pozos 1 y 14: marcador de peso molecular de 

5000 pb (Hyp III). Pozos 1 – 10: aislamientos de Fusarium. Pozos 11, 12 y 13: Control de reactivo 

(CR) Controles positivos (CD y CV) 

 

Tabla 3. Patrón de restricción (A – P) y tamaño de banda estimado (pb) a partir de la digestión 

con las enzimas AvaI, AluI y RsaI. 

 

Ava I  Alu I Rsa I
A 1800, 900 800, 500, 490, 250 600, 550, 400
B 1200 750, 500, 490 , 350 700, 600, 
C 1600 , 1190 600,  500, 490, 350 880, 600, 340, 
D 1190, 900, 400 700, 490, 400, 350, 300 2600
E 1400, 1190, 400 1000, 500, 350, 200 1250, 700, 
F 1190 , 200 , 130 1400, 690, 500, 490, 350, 2600, 2100, 1800, 1400, 1250, 760, 700, 
G 1500, 750 , 700 , 650 , 510 480, 290, 260, 200 1250, 880, 700, 600
H 1400, 950 , 200, 170 1500, 740, 710, 500, 300, 260 700, 600, 500, 400
I 1190, 400 510, 490, 240, 200 700, 500, 380
J 1190 , 900 , 400 , 200 880, 700, 380
K 1800, 750 880,600,
L 1550 , 1400 , 1190 , 400 900, 720,600, 560, 400, 350
M 1400, 1100, 1000, 900, 800, 590, 250 720, 600, 500, 400
N 2000 - 1400 1250, 500, 400, 350
O 1300, 880, 750, 700, 600,560, 400, 350 
P 880, 750, 730, 700, 400

PATRON DE 
RESTRICCION 

BANDAS DE RESTRICCION (PB)
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Dependiendo de la enzima y de los aislados, se resolvieron de 1 a 17 patrones de restricción 

diferentes. La enzima Rsa I y Ava I mostraron mayor variabilidad con 16 y 14 haplotipos 

respectivamente (Tabla 3). Los Haplotipos formados por las enzimas estuvieron relacionados 

con la especie obtenida y se pudo observar que los aislamientos de F. proliferatum presentaron 

una menor variabilidad en comparación con F. verticillioides esto de acuerdo con la tabla 4.  

Tabla 4. Haplotipos generados a partir de IGS RFLP, de los aislamientos de Fusarium. Detalle 

de los haplotipos obtenidos con cada aislamiento de acuerdo con cada enzima usada 

 

ESPECIE AISLAMIENTO Ava I  Alu I Rsa I HAPLOTIPO
F.oxysporum   1  A A A 1
F.oxysporum   60  K A A 2

F. andiyazi   5  B B B 3
F. sacchari   46  H B I 4
F. sacchari   49  H D I 5
F.  cassiae   109  M I M 6

F. cf. incarnatum   107  G G N 7
F. sulawesiense   101 - 103 - 104 - 105   G G N 8

6 - 22 - 30 - 31 - 35 - 36 - 37 - 38 - 39 - 40 - 42 - 61 - 
65 - 62 - 69 - 71 - 74 - 77 - 78 - 201 

C B C 9

7 - 10 C B D 10
20  C B E 11
23  C B F 12
44  NA E I 13
45  C B H 14
53  C D C 15
66  C C C 16
68  C B G 17
81  C B M 18

106  C B O 19
8  B C B 20

24  C C J 21
34  D C C 22
51  I B J 23
54  J B K 24
59  B B K 25
64  I C J 26
70  C C J 27
72  E F L 28
82  F C J 29

102  N C J 30
108  L H P 31

F. verticillioides  

F. proliferatum  
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 Figura 10. Fragmentos de restricción generados con las enzimas Ava I, Rsa I y Alu I. Geles de 

Agarosa (2%) de fragmentos de restricción obtenidos a partir de la enzima (A) Ava I, (B) Rsa I; 

pozos 1 y 20 Marcador peso molecular 100 pb (MP), Pozos 2 - 17 aislamientos de Fusarium, 

Pozos 18 y 19 Controles positivos   y (C) Alu I; pozos 1, 9 y 20 Marcador peso molecular 100 pb 

(MP), pozos 2- 6 y 10 – 19 aislamientos de Fusarium, Pozos 7 y 8 Controles positivos.  

A partir del análisis de conglomerados de UPGMA mediante el programa NTsys, se generó el 

dendograma el cual mostró que los 54 aislamientos de Fusarium se dividieron en 15 grupos 

separados (R1 – R15) (Figura 11). A partir de este dendograma se pudo evidenciar que F. 

proliferatum se conformó por los grupos R4, R5, R6, R10 y R12; en cuanto a F. verticillioides los 

grupos R7, R8 R9 Y R11 fueron los conformados para esta especie, cabe mencionar que en 

grupos como R4 Y R3 donde se agruparon otras especies también se agruparon algunos 

aislamientos de F. verticillioides; el grupo R1 Y R2 correspondió a F. oxysporum, en R3 
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encontramos a F. andiyazi y F. sacchari, en el grupo R13 se ubicó a F. sulawesiense  y en los 

grupos R14 Y R15 a F. cf. Incarnatum y F. Cassiae respectivamente.  

                              

Figura 11. Dendograma obtenido a partir de matriz de similaridad mediante programa NTsys.  

Basados en los patrones obtenidos con las enzimas de restricción con los 54 aislamientos de 

Fusarium. 
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2.4. Discusión  

 

Teniendo en cuenta que Fusarium es un género de hongos que representa importancia a nivel 

mundial, la identificación precisa de las especies es de gran importancia para poder realizar una 

detección y manejo rápido de posibles enfermedades. Sin embargo, la caracterización 

taxonómica ha sido inestable desde su descubrimiento (Torres-Cruz et al., 2022), esto debido a 

que diferentes especies pertenecientes a este género presentan diferencias contundentes en las 

características morfológicas, fisiológicas y ecológicas. Durante el proceso de identificación 

molecular de los aislamientos de este estudio se evidencio que la colección estaba compuesta 

principalmente por especies del Complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), siendo F. 

proliferatum y F. verticillioides, las especies representativas de la colección ocupando un 79 % 

del total de aislamientos, también se pudo evidenciar la variabilidad genética que presenta dentro 

de las especies identificadas lo cual fue corroborado con el análisis filogenético a partir de la 

secuenciación y de los productos de restricción. 

Evidenciamos que las secuencias de los genes TEF 1-α e HIS3 empleados para identificación 

de especies fueron altamente resolutivos y nos permitieron un porcentaje de identificación 

bastante alto (98 % – 100 %). En la literatura se han encontrado varios genes evaluados a través 

de combinaciones de cebadores y programas de PCR que posibilitan llevar a cabo este proceso; 

varios autores describen al gen TEF1-α como altamente discriminatorio y que se encuentra bien 

representado en bases de datos públicas (Azuddin et al., 2021; Crous et al., 2021; Pramunadipta 

et al., 2021; O’Donnell et al., 2022b). Según Qiu et al. (2020b), a partir de la secuenciación de 

genes como Histona 3 (HIS3) y factor de elongación de la traducción (TEF1-α) se evidencia una 

amplia utilidad taxonómica en estudios realizados para el FFSC, así como para otros miembros 

del género Fusarium.  
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En el artículo publicado por Torres-Cruz et al. (2022b), relacionan las principales justificaciones 

en torno a la identificación de especies de Fusarium con este último gen como son:  i) capacidad 

de resolver a nivel de especie o cerca de esta debido a que la proporción de regiones intrónicas 

es igual o superior a 50, (ii) es un gen de copia única en Fusarium, y (iii) los cebadores estándar 

(EF1 y EF2) son aptos tanto para la amplificación por PCR como para la posterior secuenciación 

de Sanger. Esto se pudo correlacionar con los porcentajes de identidad obtenidos que fueron 

superiores al 98 % en cerca del 90 % de los aislamientos. En cuanto al dendograma generado 

podemos evidenciar que los grupos obtenidos a partir de la secuencia son concordantes pues 

estos se agruparon conforme a sus complejos de especies como en el caso de F. verticillioides 

y F. proliferatum las cuales hacen parte del complejo de especies FFSC y se encuentran 

estrechamente relacionadas. En el artículo publicado por Bao et al. (2023) donde se realiza un 

análisis filogenético que les permite caracterizar 123 aislamientos dentro del complejo FFSC, se 

evidencia la capacidad del gen TEF1-α de agrupar correctamente las especies ya que en este 

se estableció la presencia de especies como F. proliferatum, F. verticillioides, F. sacchari y F. 

Andiyazi. También en el artículo publicado por Qiu et al. (2020c) se encontró  que los árboles 

filogenéticos forman grupos separados y bien sustentados, el autor reporta que “F. fujikuroi y F. 

proliferatum se agruparon en un clado principal, y F. andiyazi y F. verticillioides estaban 

estrechamente relacionadas”, esto se relaciona  con la agrupación conformada en el dendograma 

generado a partir de las 54 especies analizadas pues F. verticillioides y F. andiyazi se encuentran 

en grupos cercanos T4-T5 y T6 respectivamente así como también podemos evidenciar que F. 

proliferatum se agrupa en un clado principal como ocurre con lo reportado por el autor. También 

se pudo evidenciar como las especies F. cassiae, F. sulawesiense y F. incarnatum son 

agrupadas en un clado diferente pues estas hacen parte del complejo de especies Fusarium 

incarnatum equiseti FIESC esto correlaciona directamente con lo reportado por Xi et al. (2021), 

donde se evidencia la agrupación de especies de acuerdo con la conformación de estas dentro 

de los diferentes complejos.  
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 La amplificación por PCR de la región IGS y su posterior análisis con RFLP, mostró la variación 

intraespecie que los aislamientos presentan, se definieron 13 haplotipos para F. proliferatum y 

12 para F. Verticillioides encontrando así que este último es una de las especies más variables 

de la colección teniendo en cuenta la cantidad de aislamientos correspondientes a esta especie. 

Algunos autores refieren que la variación puede estar asociada a cambios menores en la 

composición de nucleótidos que pueden generar la diferenciación entre los patrones de 

restricción o también por variaciones en la longitud de la secuencia (Hsuan et al., 2010). También 

se puede concluir que esta técnica se encuentra vigente, teniendo en cuenta los casos en los 

que se requiere hacer una verificación puntual de la variabilidad genética que presenta un grupo 

de especies las cuales se encuentran a su vez dentro de un complejo específico como el  FFSC, 

lo que se demuestra con lo reportado por Pramunadipta et al. (2022); donde se realizó la 

identificación precisa de especies dentro de dos complejos de especies FIESC y FFSC, para esto 

emplearon combinaciones de 3 enzimas de restricción donde evidenciaron 4 tipos de patrones 

de fragmentos tras el análisis de esta técnica, a partir de este resultado el autor concluye que: 

“el método PCR-RFLP se puede utilizar para identificar correctamente los hongos como método 

alternativo”.  

En el artículo publicado por Patiño et al. (2005), se reporta variabilidad genética en aislamientos 

de F. verticillioides, encontrando enzimas que presentan una alta discriminación intraespecie lo 

que posibilita relacionar esta información con la capacidad de patogenia del aislamiento de 

acuerdo con su grupo filogenético. En este artículo, de 15 aislamientos evaluados fueron 

encontrados cuatro haplotipos diferentes. Lo que demuestra la variabilidad que presenta esta 

especie; inclusive en estudios más recientes se sigue evidenciando la variabilidad presente dado 

que en el artículo publicado por Azuddin et al. (2021b), se muestra la alta variabilidad 

intraespecífica en aislamientos de F. proliferatum; en este el autor atribuye esta variabilidad a 

factores como el huésped infectado o los sustratos que ocupe este patógeno. 
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Teniendo en cuenta la técnica empleada se evidencia la ventaja que tiene por ser una 

herramienta molecular rápida, simple y precisa que posibilita la elaboración de perfiles e 

identificación de poblaciones (Tabit, 2015). En caso de identificarse en campo, estas técnicas 

nos permitirán aproximar a la población posible a la que se puede enfrentar el investigador; pero 

el desarrollo de la técnica requerirá un entrenamiento visual del analista para determinar el 

tamaño de las bandas con precisión.  

A partir de los hallazgos encontrados es importante dirigir la mirada hacia el complejo de especies 

encontradas pues debemos tener en cuenta que el complejo de especies de F. fujikuroi (FFSC) 

es uno de los complejos principales del género Fusarium e incluye más de 50 especies 

filogenéticamente distintas. Dentro del complejo encontramos a F. verticillioides (teleomorfo, 

Gibberella moniliformis), F. fujikuroi (teleomorfo, G. fujikuroi) y F. proliferatum (teleomorfo, G. 

intermedia), los cuales son bien conocidos por la capacidad de ocasionar enfermedades 

devastadoras en los principales cereales como maíz, soja y arroz, generando reducciones 

significativas en el rendimiento de estos cultivos y posteriormente perdidas a nivel económico 

(Qiu et al., 2020; Nicolli et al., 2020). Este complejo cobra importancia ya que dentro de sus 

factores de patogenicidad se encuentra la producción de una amplia gama de micotoxinas dentro 

de estas las fumonisinas las cuales se asocian a las especies de F. prolifetatum y F. verticillioides. 

Lo anterior tiene relación con el artículo publicado por Jiang et al. (2020b), donde realizaron 

estudio de diversidad de especies en arroz y reportaron un alto porcentaje de especies del 

complejo en diferentes provincias de China y la asociación de estos con enfermedades.  
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3. Capítulo 3. Caracterización de la producción 

in vitro de micotoxinas de las especies de 

Fusarium identificadas. 

 

3.1. Introducción  

Las preocupaciones sobre la seguridad alimentaria están creciendo a nivel mundial, incluido el 

tema de la contaminación de los alimentos por micotoxinas desde la granja hasta la mesa. Los 

hongos productores de micotoxinas están muy extendidos en todo el mundo y están presentes 

en cantidades variables en los productos agrícolas. Estos hongos filamentosos a menudo crecen 

en plantas comestibles y contaminan los alimentos y piensos con concentraciones de 

micotoxinas toxicológicamente significativas (Ekwomadu et al., 2021). 



81 
 

 

Varias especies de Fusarium que infectan los granos de arroz pueden producir una gran gama 

de micotoxinas perjudiciales para la salud humana y animal. Por lo general, se aíslan de plantas 

o panículas sin síntomas o anomalías aparentes de la enfermedad (Santos et al., 2022; Nicolli 

et al., 2020). Dentro de estas toxinas uno de los grupos más importantes descritos corresponde 

a las Fumonisinas de las cuales AFB1 y AFB2 son las micotoxinas más frecuentemente 

documentadas. De esta manera, la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer (IARC 

por sus siglas en inglés) clasifica las Fumonisinas como pertenecientes al Grupo 2B, lo que 

significa que son posiblemente cancerígenas para los seres humanos, pues se han asociado con 

tumores esofágicos y toxicidad hepática. (Santos et al., 2022). 

La principal fuente de contaminación por fumonisinas proviene de diversas especies del complejo 

Fusarium fujikuroi (FFSC) (Sultana & Suga, 2021), entre las cuales destacan F. verticillioides, F. 

proliferatum y F. fujikuroi (Li et al., 2021). Aunque las fumonisinas son micotoxinas de estructura 

relativamente simple, su biosíntesis requiere un grupo complejo de genes que abarca 42 kb de 

longitud. El primer gen identificado en esta vía es FUM1, considerado el gen clave, que codifica 

una policétido sintasa (Ferrigo et al., 2021; Lazzaro et al., 2012). La interrupción de FUM1 

bloquea la producción de fumonisinas en especies de Fusarium (Sun et al., 2019; Alexander et 

al., 2009). Adyacente a FUM1 se encuentra el regulador transcripcional FUM21, inicialmente 

descrito en F. verticillioides y posteriormente en otros miembros del complejo Fusarium fujikuroi, 

como F. proliferatum. La proteína FUM21 contiene un dominio de unión al ADN Zn(II)2Cys6, lo 

que sugiere su papel en la regulación transcripcional y, por ende, en la síntesis de fumonisinas 

(Fanelli et al., 2013; Gil-Serna et al., 2019; Qu et al., 2024). 

Las fumonisinas cobran importancia en el ámbito investigativo para garantizar un control 

adecuado de los alimentos y los cultivos. Por ello, se buscan métodos analíticos capaces de 

identificar y cuantificar estas micotoxinas. Las técnicas empleadas deben ser sensibles, 

selectivas y robustas para proporcionar datos confiables que apoyen el monitoreo de riesgos, el 
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control de calidad y la investigación. Los métodos más recientes para la detección de fumonisinas 

incluyen técnicas ópticas y biosensores. Entre ellos, se destacan la cromatografía líquida-

espectrometría de masas (LC-MS), la cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC) y la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Sohrabi et al., 2021). La cromatografía líquida de 

alto rendimiento (HPLC) ha sido uno de los métodos más investigados para el análisis de 

micotoxinas. Su alta sensibilidad y selectividad en un amplio rango de concentraciones la 

convierten en una opción ventajosa para este tipo de análisis (Ji et al., 2019). Para la detección 

de micotoxinas mediante HPLC, se suelen utilizar detectores UV, de fluorescencia o 

espectrometría de masas (MS). Además, se puede combinar con sistemas de detección 

adicionales, como MS/MS, para mejorar aún más la sensibilidad. Otra alternativa bastante útil y 

especifica empleada en la detección de estas micotoxinas es la Cromatografía de alta eficiencia 

(HPLC por sus siglas en ingles), la cual es una técnica destacada por su precisión y exactitud y 

es usada en análisis cuantitativos y cualitativos (Sohrabi et al., 2021).  

En este capítulo se presenta la investigación realizada en torno a la detección de micotoxinas en 

la colección estudiada; dado que la mayoría de los aislamientos caracterizados molecularmente 

correspondían a Fusarium proliferatum y Fusarium verticillioides, se analizó el grupo de las 

fumonisinas; para ello, se utilizaron los primers FUM1 y FUM21 con el objetivo de confirmar la 

presencia de los genes responsables de su biosíntesis mediante PCR convencional. 

Posteriormente, se evaluó la capacidad de estos aislamientos para producir fumonisinas in vitro, 

donde para este caso la presencia de estas micotoxinas fue detectada mediante HPLC la cual 

es una de las metodologías de elección cuando la finalidad es la cuantificación (Santos et al., 

2022b), adicionalmente esta es una de las técnicas que se destaca por su alta sensibilidad y 

especificidad en la detección con un límite bajo de alrededor de 0,001 μg/g de fumonisinas 

(Deepa & Sreenivasa, 2019; Gao et al., 2023).   
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3.2. Materiales y Métodos  

3.2.1. Identificación de genes asociados con la producción de 

micotoxinas mediante PCR de punto final.  

Para el desarrollo de esta prueba, se empleó la metodología reportada por Baird et al. (2008) con 

algunas modificaciones, para la amplificación especifica de los genes asociados a la síntesis de 

fumonisinas FUM1 y FUM21 utilizando los cebadores FUM1 Fw (5´-

CCAAACAATCCCTCCAAACATC-3´) y Rv (5´-TGCAGCAGAAAGGACATAGAG-3´) con un 

fragmento esperado de 462 pb, y FUM 21 Fw (5´-CCTTCCACCTAGCTTTCCATATAC-3´) y Rv 

(5´-GAAGTCGAATCATCGCCTACTC-3´) con un fragmento esperado de 462 pb.  

La PCR se realizó en un termociclador Biorad, el volumen de reacción fue de 15 µL; la mezcla 

de amplificación consto de 1.0 µL de ADN (20 ng/μl), 2,0 mmol de MgCl2, 1X Tampón de PCR, 

0,16 mmol de mezcla dNTP (Sigma), 2,0 unidad de Taq polimerasa (Sigma) y pares de cebadores 

específicos para los genes anteriormente mencionados a una concentración de 0,15 μmol. Las 

condiciones de ciclado de PCR se llevaron a cabo con una desnaturalización inicial a 94°C por 4 

min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 55 °C por 1 min y 72 °C durante 1 min, con 

una extensión final de 72 °C durante 7 min. 

El producto de PCR obtenido se corrió en gel de agarosa al 1,5 % (Promega) en tampón TAE 

durante 45 min a 75 V / 150 mA y se tiño con SYBR Safe para visualizarlo en un transiluminador 

UV. El tamaño del fragmento obtenido se estimó y determinó por comparación con marcadores 

de peso molecular.  

3.2.2. Detección y cuantificación de Micotoxinas in vitro.  

Para la evaluación de micotoxinas producidas por los 15 aislamientos seleccionados de acuerdo 

con las especies encontradas y su variabilidad genotípica se utilizó la metodología descrita por 
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Fodor et al. (2006), donde se aplicó la técnica de HPLC-espectrofluorometría. Se emplearon 

patrones de Fumonisinas (FUM) de acuerdo con las especies obtenidas y la verificación en 

literatura.  

Se estandarizaron las condiciones de producción in vitro de micotoxinas en donde inicialmente 

se realizó la inoculación de los aislamientos en PDA durante 7 días en oscuridad a 25°C, 

posteriormente se realizó un repique del aislamiento recuperado a medio liquido Czapeck 

permitiendo el crecimiento durante 7 días en constante agitación a 25 °C.  

Los conidios obtenidos en el medio líquido se filtraron y posteriormente fueron resuspendidos en 

solución salina ajustando la concentración a 106 conidios/ml. Paralelamente, en Erlenmeyer de 

125 ml fueron colocados 30 gr de semilla, las cuales fueron previamente esterilizadas en 

autoclave por 1 hora a 121 °C por 2 días consecutivos. A las semillas esterilizadas se le 

adicionaron 30 ml de agua destilada estéril más 1 ml de la concentración de conidios de 106 y se 

incubaron a 25 °C durante 1 hora en agitación constante. Posterior a esto se filtraron las semillas 

con el fin de retirar el exceso de agua y se llevaron a incubación durante 21 días en oscuridad a 

25 °C. Pasados los 21 días se auto clavaron las semillas para evitar la proliferación del hongo y 

de ahí se llevaron a secado durante 24 horas a 60 °C para el proceso de extracción.  

Posteriormente las semillas fueron llevadas al Laboratorio de Toxicología, Facultad de Medicina 

Veterinaria y de Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia el cual se encuentra bajo la 

dirección del profesor Gonzalo Jair Diaz González; donde se realizó la respectiva extracción; 

cada muestra de semillas de arroz correspondió a un peso aproximado de 25 g, los cuales se 

molieron en su totalidad utilizando un molino de laboratorio (IKA modelo A11, Alemania). 

Posteriormente se pesaron 5,0 g de la muestra molida, los cuales se llevaron a un frasco de vidrio 

con tapa rosca de 100 ml de capacidad a los que se adicionaron 20 mL de solvente de extracción 

(acetonitrilo: agua, 50:50, v/v). La muestra y solvente se agitaron durante una hora a 300 rpm 
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utilizando un agitador orbital (Heidolph Unimax 2010, Alemania). El extracto se filtró a través de 

papel cualitativo (Whatman No. 4) y se colectaron cerca de 2 ml del filtrado en un tubo de ensayo 

de 10 ml de capacidad. Del filtrado se tomaron 200 µl en un tubo de microcentrífuga de 

polipropileno a los cuales se adicionaron 800 µl de agua ultrapura, agitando vigorosamente en 

agitador de vórtice (Heidolph REAX control, Alemania). El tubo con la mezcla se centrifugó a 

14000 g durante 5 minutos (Hermle Z233 M-2, Alemania) y el sobrenadante se filtró en un vial 

ámbar de auto muestreador de 1,5 ml de capacidad a través de una membrana PTFE hidrofílica 

de 13 mm de diámetro por 0,22 µm de diámetro de poro para su posterior análisis por HPLC. 

3.3. Resultados  

Tras la verificación de las especies bajo técnicas moleculares descrito en el capítulo 2 y 

evidenciando que el mayor porcentaje dentro de la colección correspondía a F. proliferatum y F. 

verticillioides. Se realizó la caracterización de la producción de micotoxinas puntualmente de 

Fumonisinas esto de acuerdo con lo descrito por la literatura en cuanto a las especies y las 

micotoxinas que producen. 

3.3.1. Identificación de genes asociados con la producción de 

micotoxinas mediante PCR convencional  

La amplificación con los cebadores FUM 1 y FUM 21 fue exitosa, logrando productos de 

amplificación de 412 pb y 461 pb respectivamente; la amplificación fue llevada a cabo en todos 

los aislamientos de Fusarium, en este caso se pudo observar que los aislamientos de F. 

proliferatum y F. verticillioides generaban bandas consistentes y del tamaño esperado (Figura 12 

y 13). En cuanto a las otras especies identificadas se presentaron amplificaciones inespecíficas 

e inclusive no se generó amplificación del gen (Figura 13). 
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Figura 12. Gel de electroforesis al 1.5 % con productos de PCR gen FUM 1. Pozos del 2- 8, 11 

– 14, 16 - 18 aislamientos positivos para el gen de biosíntesis de fumonisina; pozos 9-10 y 15 

aislamientos no productores de esta toxina; Pozos 1 y 20 Marcado de peso molecular Hyperlader 

50 pb Bioline (MP). 

 

Figura 13. Gel de electroforesis al 1.5 % de productos de PCR gen FUM 21. Pozos 5 y 9 muestras 

positivas correspondientes a F. proliferatum; pozos 2- 4, 6-8 muestras negativas en la producción 

de fumonisinas, inespecificidades en la amplificación, pozo 10 control positivo, pozo 11 Control 

de reactivo. Pozos 1 y 12 Marcador de peso molecular Hyperlader 50 pb Bioline (MP). 
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Tras la amplificación de estos genes se encontró que el 68 %  de los aislamientos identificados  

(38) fueron positivos para los genes que se encuentran implicados en la biosíntesis de 

Fumonisinas, de estos F. proliferatum es la especie que  presentó mayor número de individuos 

con amplificación de los genes FUM 1 Y FUM 21 con 31 y 30 aislamientos respectivamente, y en 

segundo lugar se encontró a F. verticillioides con 9 aislamientos y 5 aislamientos positivos para 

cada gen respectivamente (Tabla 5).  

Tabla 5. Reporte de presencia y ausencia de genes FUM1 Y FUM 21 en los aislamientos de las 

especies de F. oxysporum, F. andiyazi, F. proliferatum, F. verticillioides, F. sacchari, F. 

sulawesiense, F. incarnatum y F. cassiae. 

 

3.3.2. Detección y cuantificación de Micotoxinas in vitro 

De los 54 aislamientos, se realizó la caracterización en la producción de fumonisinas in vitro a 15 

aislamientos, los cuales se relacionan en la Tabla 6, estos fueron elegidos de acuerdo con la 

amplificación de genes TEF1-α e HIS3 y la conformación de grupos en el árbol filogenético, así 

como la amplificación de genes implicados en la producción de fumonisinas.   

En el análisis realizado por el Laboratorio de Toxicología bajo la dirección del profesor Gonzalo 

Jair Diaz González se encontró que de los quince aislamientos siete eran productores de 

fumonisinas en niveles que oscilaban entre 302 a 9661 μg/kg. (Tabla 6). Se encontró que estos 

aislamientos produjeron FB1, FB2 y FB3 dentro de estos FB1 es la fumonisina que presenta la 

mayor concentración con valores de 6736 – 150 μg/Kg; también se encontró que el aislamiento 
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con una mayor concentración total de fumonisinas fue FUS_81 con 9661 μg/Kg seguido de 

FUS_201 el cual obtuvo una concentración total de 3183 μg/kg, los dos aislamientos 

correspondieron a F. proliferatum; en cuanto al aislamiento con la más baja concentración 

encontramos a FUS_8 con una concentración total de fumonisinas de 302 μg/Kg; se evidencio 

que este último correspondía a la especie F. verticillioides.  Se pudo determinar en este caso que 

de los siete aislamientos seis correspondieron a F. proliferatum y uno a F. verticillioides.  

 

Tabla 6. Resultados de análisis de la producción de Fumonisinas in vitro mediante HPLC – 

espectrofluorometría. Reporte de producción en µg/kg para FB1 – FB2 Y FB3 de 15 aislamientos 

correspondientes a F. proliferatum y F. verticillioides. Análisis desarrollado por el Laboratorio de 

Toxicología de la universidad Nacional Facultad de Veterinaria. 
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3.4. Discusión  

 

Las micotoxinas son sustancias tóxicas que se encuentran de forma natural en alimentos y 

piensos. Se originan como metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos en 

condiciones óptimas de temperatura y humedad (X. D. Sun et al., 2017). La contaminación por 

micotoxinas en el arroz se ha reportado en menor medida que en el trigo o el maíz. No obstante, 

hay informes que reportan contaminación en arroz por micotoxinas como la aflatoxina B1, B2, 

G1, G2 (AFS), citrinina, deoxinivalenol (DON), fumonisina B1, B2, B3 (FMS), fusarenón-X (Fus. 

-X), nivalenol (NIV), ocratoxina A (OTA), esterigmatocistina (STE) y zearalenona (Tanaka et al., 

2007b).  En esta fase del proyecto se evidenció lo reportado en la literatura, encontrando que, a 

nivel molecular el reporte de genes biosintéticos FUM1 y FUM21, están presentes en F. 

verticillioides y F. proliferatum en un 68 %, lo que correlaciono directamente con la producción in 

vitro de estas toxinas demostrando que F. proliferatum fue el principal productor con 6 muestras 

positivas  para FB1, FB2 Y FB3 de los 9 aislamientos correspondientes a esta especie, seguido 

de 1 aislamiento positivo para FB1 Y FB3 en  F. verticillioides a partir de los 3 aislamientos 

analizados.  

Según Kushiro et al. (2012), se reporta la producción de Fumonisinas en planta de arroz 

ocasionada por F. proliferatum; mencionan que este patógeno presenta una alta afinidad con los 

granos de arroz teniendo en cuenta que a partir de estas fue aislado, en este también reportan 

el nivel obtenido de FB1 mediante LC-MS/MS el cual fue de 3 ng/g, y los LOD para FB2 y FB3 

fueron de 4 ng/g. Se confirmó la acumulación de FB1 en todos los granos inoculados con 

concentraciones desde trazas hasta 21 ng/g. En otro estudio realizado por Matić et al. (2013) se 

reporta a F. verticillioides en dos aislamientos de China, como el principal productor de FB1 (22 

– 50 μg/g) y FB2 (380 y 834 μg/g) superando inclusive a F. proliferatum. En el estudio realizado 

por este autor se muestra por primera vez la influencia de la luz en la producción de Fumonisinas 
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de los aislamientos de F. fujikuroi, F. proliferatum y F. verticillioides recuperados de arroz. El 

autor pudo concluir que “la incubación en oscuridad indujo la síntesis de fumonisinas en todas 

las especies de Fusarium del arroz analizadas, pero las condiciones de luz fueron más 

estimulantes para la producción de fumonisinas”. En nuestro estudio pudimos evidenciar lo 

reportado por este autor y podemos atribuir el por qué solo 1 de los aislamientos de F. 

verticillioides fue productor de FB1 y FB2, mientras que F. proliferatum tuvo una mayor capacidad 

de producción de todas las fumonisinas adicional a que esto se relaciona directamente con el 

análisis molecular de genes biosintéticos los cuales en el caso de F. proliferatum fueron 

reportados positivos tanto para FUM1 como FUM21.  

Es crucial considerar que los aislamientos que mostraron resultados positivos en el análisis 

molecular, indicando un potencial para la producción de fumonisinas, podrían no necesariamente 

reflejar la presencia de FB1, FB2 y FB3 durante el análisis in vitro. Este fenómeno podría estar 

influenciado por diversos factores, como la fuente del hospedero, las condiciones de cultivo e 

incluso variaciones reportadas entre aislamientos de la misma especie (Qiu et al., 2020b). Esto 

también se comparte con la perspectiva de Covarelli et al. (2012) quien refirió en su estudio que 

algunas cepas de F. verticillioides no eran productoras de fumonisinas a pesar de contar con 

genes biosintéticos para fumonisinas, en este caso el autor atribuye este comportamiento a la 

variabilidad fenotípica que puede poseer cada uno de estos, así como a posibles mutaciones en 

los genes FUM o por expresiones alteradas del mismo.  

Es importante destacar que estos resultados son un paso inicial en la evaluación de fumonisinas 

en Colombia a partir de semillas de arroz y su asociación como patógeno; así como plantear una 

matriz más amplia en la cual se puedan evaluar un número mayor de aislamientos con el fin de 

poder determinar si en efecto existe una variación con respecto a lo mencionado anteriormente, 

esto dará una mayor visión y permitirá avances para estructurar mejor la patogenia de este tipo 

de hongos. También es importante mencionar los procesos de manejo de los diferentes granos 
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postcosecha, ya que como bien sabemos el arroz posterior a su proceso para conservación 

presentan una larga vida útil y en ocasiones dependiendo del manejo que se le dé a este cereal 

son almacenados durante largos periodos de tiempo, ignorando la presencia de micro hongos y 

la posibilidad de estos de generar micotoxinas; el conocimiento de la presencia de estos 

microrganismos en los cereales, posibilita generar un control mediante diferentes medidas de 

prevención y descontaminación, la limpieza manual entre otros que posibiliten la reducción de 

este tipo de micotoxinas a fin de evitar que lleguen al consumidor final.   
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4. Capítulo 4. Evaluación del desarrollo de 

síntomas en plantas de arroz a partir de la 

inoculación de las especies de Fusarium 

identificadas.  

 

4.1. Introducción  

El arroz es uno de los cereales que es susceptible a múltiples enfermedades ocasionadas por 

hongos. F. verticillioides y F. proliferatum son unos de los patógenos que se han asociado a 

diferentes enfermedades en la planta de arroz, estos no solo provocan enfermedades 

devastadoras en este tipo de cultivos, sino que también generan una amplia gama de metabolitos 

secundarios tóxicos o micotoxinas (Wang et al., 2022), entre los que se incluyen las fumonisinas 

como se mencionó en el capítulo anterior. 
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Existen diferentes enfermedades que han sido asociadas a estas especies fúngicas, dentro de 

las cuales se describe la pudrición de la espiguilla del arroz, la cual ha sido reportada en Japón 

desde 1900 y desde ahí se ha venido reportando en países de Asía, África, América del sur y del 

norte, Australia y países Europeos como Francia, España, Suiza, Portugal Grecia y Turquía  

(Laha et al., 2017) esta enfermedad es compleja porque es ocasionada por múltiples patógenos 

dentro de los cuales encontramos adicionalmente otras especies de Fusarium spp. 

(Pramunadipta et al., 2021), la enfermedad se caracteriza por manchas de color marrón rojizo en 

las glumas en la etapa de floración y en el estado lechoso que posteriormente pasan a ser marrón 

oscuro durante la etapa de maduración (Wang et al., 2022b), las manchas presentan bordes 

irregulares que miden entre 0,5 y 1,5 cm de largo y que se alargan y fusionan con el tiempo 

cubriendo toda la vaina de la hoja (Pramunadipta et al., 2021).  También se reporta que las 

espiguillas afectadas pueden estar parcialmente llenas o abortadas y por lo tanto no producen 

granos comestibles (Wang et al., 2022b). Otra enfermedad que a su vez se ha reportado con 

mayor frecuencia es el Bakanae (palabra de origen japones) que significa “plántulas tontas” 

donde el síntoma más evidente es al alargamiento anormal debido a la producción de ácido 

giberélico y el amarillamiento de las plántulas infectadas, esta enfermedad es principalmente 

transmitida por semillas (Amatulli et al., 2010; Quazi et al., 2013).  

Dada la importancia de los hallazgos encontrados hasta el momento, en el presente capítulo se 

muestra la capacidad que presentan los aislamientos que fueron analizados en la producción de 

fumonisinas e identificados como parte del complejo de especies de Fusasium fujikuroi, en la 

generación de síntomas que puedan estar asociados posteriormente a algún tipo de enfermedad, 

para lo cual se realizaron estudios en semilla y en planta. De acuerdo con reportes de en la 

literatura se sabe que Fusarium spp. ha sido asociado como patógeno transmitido por semillas; 

aun así, el mecanismo de infección de Fusarium desde la semilla hasta la planta no se ha 

abarcado completamente (Pramunadipta et al., 2021).  
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4.2. Materiales y Métodos 

4.2.1. Evaluación de la inhibición de la germinación de semillas 

de arroz por Fusarium proliferatum y Fusarium 

verticillioides en condiciones in vitro 

Los ensayos se realizaron con siete aislamientos de Fusarium identificados con técnicas 

moleculares y productores de fumonisinas, teniendo en cuenta que fueran las especies de F. 

verticillioides (un aislamiento) y F. proliferatum (seis aislamientos), adicionalmente se incluyó un 

control de la especie F. oxysporum empleado durante la identificación molecular, además de 

agua destilada como control negativo. Para esto se realizó la inoculación de los aislamientos en 

Agar PDA, los cuales fueron incubados por siete días en oscuridad a 25 °C; posteriormente se 

realizó su inoculación en 50 ml de medio líquido Czapeck con el fin de realizar la producción de 

conidios, para esto se incubaron durante siete días, en agitación constante a 25 °C en oscuridad.  

A los siete días de crecimiento del hongo, se realizó la esterilización superficial de las semillas 

de la variedad FL-F68 (previa prueba de germinación que correspondió al 86%), sumergiéndolas 

en solución de hipoclorito de sodio al 5% durante 4 minutos, seguido de esto se realizaron 4 

lavados con agua destilada estéril, para posteriormente realizar tratamiento con etanol al 75 % 

durante 4 minutos  y así continuar con 5 lavados con agua destilada estéril; finalmente las 

semillas fueron embebidas en agua destilada estéril durante 24 horas y preservadas  a 

temperatura de 25 °C.  

La concentración de conidios se ajustó a 106 conidios/mL obteniendo un total de 25 mL del 

inoculo, posteriormente las semillas fueron colocadas con el inóculo o solución salina estéril (para 

el caso del control negativo) y se dejaron durante 24 horas en agitación constante a 25°C. 

Pasadas las 24 horas en cabina de flujo laminar, se retiró el inoculo y/o solución salina de las 
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semillas de acuerdo al tratamiento; las semillas fueron transferidas a cajas de petri las cuales 

tenían papel absorbente húmedo, se colocaron 10 semillas por caja y se realizaron 4 cajas por 

aislamiento. Las cajas de Petri fueron llevadas en cámara húmeda a incubación durante 7 días 

en oscuridad a 25 °C.  

Al cumplirse 7 días de la incubación se realizó la evaluación de la severidad en la infección. 

Teniendo como referencia diferentes grados de germinación basándonos del protocolo de 

investigación de Fedearroz para evaluación de patogenicidad en semilla FR-0015-AT-PR-0013 

donde se tomaron las siguientes escalas de germinación: A= semilla con hoja primaria mayor a 

4 cm y hoja secundaria, raicillas y coleóptilo; B= semilla con radícula mayor a 4 cm, raicillas y 

coleóptilo; C= semilla con radícula alargada y con raicillas; D= semilla con radícula mayor a 2 

cm; E= semilla con radícula y F=semilla sin germinación. (figura 14).  

Fueron evaluadas en total cuarenta semillas por aislamiento, para establecer el Índice de 

enfermedad se utilizó la fórmula: ((NA)+(NB)+(NC)+(ND)+(NE)+(NF)) / N TOTAL. Para 

establecer diferencias entre el porcentaje de inhibición de los aislamientos fueron aplicados los 

supuestos de distribución normal de los datos y posteriormente fueron analizados con la prueba 

de Fisher con el software Infostat versión del 2020. 
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Figura 14. Escala de evaluación de inhibición en la germinación de semillas. Estadios de A – F. 

Adaptado de protocolo interno FEDEARROZ basado en la Escala de Flórez & Vélez, D. (2011) 

4.2.2. Prueba de patogenicidad en planta de arroz.  

Para este ensayo se tomó como referencia la metodología reportada por Kushiro et al. (2012) 

con algunas modificaciones; se usaron los mismos siete aislamientos de Fusarium evaluados en 

el numeral anterior. Estos fueron cultivados en 50 mL medio líquido Czapeck a 25°C durante 

siete días en oscuridad. Posteriormente los conidios se obtuvieron filtrando en malla de gasa 

estéril y se ajustó la concentración de conidios a 1 x 106 conidios/ml. Para este procedimiento se 

utilizaron semillas de la variedad FL-F68, la cual actualmente se está comercializando. 

Para optimizar las condiciones de crecimiento de las plantas, este ensayo fue realizado en Centro 

experimental Santa Rosa de Fedearroz ubicado en Villavicencio Meta, donde se emplearon 28 

materos para realizar los ensayos por triplicado con cada aislamiento (7 aislamientos de 

Fusarium previamente caracterizados, 1 control negativo correspondiente a agua destilada 

estéril) las semillas fueron colocadas en estos materos con turba y se esperó la germinación de 



101 
 

 

las mismas para colocar solución nutritiva (NHNO, NaH2Po4H2O, K2SO4, CaCl2H20, MgSO4 

7H20, FeSO4 7H2O) con el fin de brindar las condiciones oprimas de crecimiento de la planta de 

arroz, esta solución se cambiaba cada 8 días y se ajustaba el PH a 5,2.  Adicionalmente se instaló 

un aireador para suministrar oxígeno a las plantas para poder brindar una mejor condición de 

crecimiento. 

En el día sesenta de crecimiento se asperjaron las plantas con la suspensión de conidios en 

concentración de 1 x 106 conidios/mL, procurando que cada planta quedara lo suficientemente 

húmeda (para esto se requirieron entre 150 y 200 ml de la suspensión por planta). Los controles 

negativos, fueron plantas de arroz asperjadas con agua destilada en vez de la suspensión de 

conidios. La primera inoculación se realizó entre el día 7 - 10 después de iniciar la etapa de 

floración; la segunda inoculación se llevó a cabo en la etapa de estado lechoso.  

Inmediatamente después de la inoculación, las plantas de arroz se cubrieron con un plástico y 

se mantuvieron en oscuridad durante 2 días a 25 °C, regándolas constantemente, para generar 

una cámara húmeda.  

La evaluación de síntomas en las plantas de arroz se realizó de acuerdo con los síntomas 

presentados por cada especie, llevando a cabo un registro fotográfico al grano pastoso o 

seguimiento de síntomas hasta la cosecha, para evaluar la severidad del síntoma de manchado 

de grano de la infección se seleccionaron completamente al azar tres panículas por tratamiento 

veinte granos por panícula, tomando como base la escala reportada por CIAT (figura 15). 

Posteriormente se calculó el índice de enfermedad para cada uno de los tratamientos mediante 

la fórmula ((N*1) +(N*3) +(N*5) +(N*7) + (N*9) / N TOTAL. Para establecer diferencias entre los 

síntomas causados por los aislamientos evaluados, se comprobaron los supuestos de 

normalidad de los datos y posteriormente se realizó un análisis de varianza con la prueba de 

Fisher. Para establecer similaridad de los órganos de la planta con síntomas y las principales 
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especies se realizó un análisis de conglomerados utilizando el índice de DICE con el software 

infostat versión 2020.  

 

Figura 15. Escala de evaluación de manchado de grano. Estadios de 1 – 9, donde 1 indica 

ausencia de manchado de grano y 9 indica grano severamente manchado. Tomado del CIAT 

(1984).  

Posteriormente se realizó el cálculo del índice de enfermedad a partir de la evaluación de tres 

panículas tomadas por cada uno de los tratamientos donde se evaluaron completamente al azar 

el manchado de grano de 20 semillas por panícula.  

Para confirmar la colonización, se realizó un reaislamiento de hongos de los granos en el 

momento de la cosecha. Los granos con cáscara se obtuvieron de las plantas de arroz 

previamente inoculadas, estos se esterilizaron superficialmente con una solución de hipoclorito 

de sodio al 1% durante 1 min, y luego se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. Se 

colocaron 10 a 13 granos por muestra en una placa de agar al 2 %. Las placas se incubaron a 

25 °C durante 7 días. La recuperación de Fusarium se contó como el número de colonias por 

muestra analizada, posteriormente se realizó la identificación molecular para corroborar la 

presencia del patógeno por medio de secuenciación del gen TEF1-α. 
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4.3. Resultados  

4.3.1. Evaluación de la inhibición de la germinación de semillas de 

arroz por Fusarium proliferatum y verticillioides   en condiciones in 

vitro   

A partir del análisis llevado a cabo, se observó que en todas las muestras de semillas inoculadas 

con los aislamientos hubo disminución de germinación en comparación con el grupo de control 

negativo (figura 17). Se tomaron en cuenta los estadios D, E y F, para determinar los porcentajes 

de inhibición, los cuales variaron entre el 10 % el 60%. Se identificó que los aislamientos FUS_36 

y FUS_106 fueron los que indujeron una mayor inhibición en la germinación, registrando 

porcentajes del 60% y 40% respectivamente. Seguido de FUS_81 con un 30%, FUS_53 con 25 

% y FUS_8 con 20 %.  También se encontraron aislamientos con una menor capacidad de 

inhibición en la germinación como el caso de FUS_77 con 10% y FUS_201 teniendo un resultado 

de 5% para los estadios antes mencionados lo cual es muy similar al resultado obtenido en el 

control con agua estéril que fue de 2,5 %.    

 

Figura 16. Inhibición en la germinación de semillas de arroz posterior a tratamiento con inóculos 

de Fusarium. Verificación de los estadios E y F de las semillas tratadas con los aislamientos 

FUS_36 (A) y FUS_106 (B).  
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Figura 17. Reporte de estadios de germinación en semillas inoculadas con aislamientos de 

Fusarium. Evaluación de los siete aislamientos con reporte positivo para fumonisinas, porcentaje 

de los estadios D-E-F. Semilla de arroz Variedad FL-F68.  

 

Figura 18. Índice de enfermedad en semillas de arroz. Diferencias estadísticas fueron  calculadas 

mediante la prueba de Fisher en Infostat versión 2020 (anexo 2). Semilla de arroz Variedad FL-

F68. 
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4.3.2. Pruebas de patogenicidad en planta de arroz.  

De los siete aislamientos seleccionados correspondientes a F. proliferatum (seis) y F. 

verticillioides (uno) se pudo evidenciar el desarrollo de síntomas en la planta de arroz a los 10 

días de inoculación del patógeno por aspersión (75 días del crecimiento de la planta) en 

comparación del control negativo (Figura 19), se encontró principalmente la presencia de granos 

manchados, en el caso de las plantas tratadas con los aislamientos FUS_36 y FUS_106 se 

evidencio una mayor afectación de los granos y manchado en las vainas de la planta. 

Aislamientos como FUS_81 y FUS_201 mostraron una menor cantidad de granos manchados y 

una sintomatología menos severa, esto de acuerdo con la escala reportada por Castaño (1985) 

y tambien correlacionando la categoria indicada por (S. Huang et al., 2010). 

 

Figura 19. Síntomas en plantas de arroz inoculadas con Fusarium. Verificación de síntomas en 

planta de arroz (95 días de crecimiento) previamente inoculados con aislamientos de Fusarium 

(A) FUS_36 y (B) FUS_106 donde se evidencia manchado de granos en comparación con el 

control negativo (C) el cual corresponde a agua destilada estéril.  
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Figura 20. Indice de enfermedad a partir de pruebas de patogenicidad en plantas de arroz. 

Diferencias estadísticas fueron  calculadas mediante la prueba de Fisher en Infostat versión 2020 

(anexo 3). 

Se realizó el reaislamiento en agar PDA a partir de las semillas con presencia de manchado, 

donde posterior a 7 días de incubación se observaron algunos morfotipos característicos de la 

especie, a partir de estos fue realizada la inoculación en medio liquido Czapeck para la 

consiguiente extracción de ADN obteniendo una buena cantidad y calidad de este (Figura 19A). 

La amplificación del gen TEF1-α fue exitosa logrando un producto de amplificación de 660 pb 

para cada uno de los aislamientos recuperados (Figura 19B) los cuales fueron llevados a 

secuenciación para su posterior análisis, en donde se evidencio que, de las 21 plantas tratadas 

con los diferentes aislamientos, se recuperaron 5 de estos (Tabla 7) donde el único aislamiento 

de F. verticillioides manejado en estas pruebas fue re aislado con éxito. Los tratamientos con 

FUS_81 y FUS_201 arrojaron tras el análisis de secuencia con BLASTn, la presencia de F. 

incarnatum.    
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Figura 21. Geles de electroforesis de los aislamientos recuperados de plantas de arroz con 

síntomas a partir de las pruebas de patogenicidad. Extracción de ADN con CTAB (A) y 

amplificación por PCR del gen TEF 1-α (B) 

Tabla 7. Identificación de especies de Fusarium a partir de secuenciación de gen TEF1-α. 

Descripción de las especies identificadas a partir de análisis de secuencia mediante BLASTn con 

su respectivo porcentaje de identidad.  
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Figura 22.  Agrupamiento asociado a la sintomatología de la planta desde donde fueron 

obtenidos los aislamientos. (A) Fusarium proliferatum y (B) Fusarium verticillioides.   

4.4 Discusión 

Existen varios reportes en la literatura de infecciones ocasionadas por el complejo de especies 

de FFSC en planta de arroz; en este capítulo evidencia la capacidad de las especies F. 

proliferatum y F. verticillioides de ocasionar síntomas en la planta de arroz, donde se pueden 

destacar el manchado de granos, el vaciamiento y también las machas de color marrón en 

panículas, lo cual no se había abordado previamente en estudios en Colombia. Sin embargo, 

existen reportes en otros países que han dado especial relevancia a estas especies por ser 
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causales de varias enfermedades como son el Bakanae y en mayor medida la enfermedad de 

mancha café la cual se ha venido propagando desde países como Japón, Madagascar, Australia, 

Indonesia entre otros (Ivayani et al., 2022).  

Encontramos en el artículo publicado por Jeon et al. (2013) donde estudian la incidencia y 

severidad de especies del complejo de especies de Fusarium fujikuroi asociada a semilla de 

arroz en países asiáticos, que al realizar ensayos de patogenicidad en semilla encontraron 

inhibiciones en la germinación de estas a comparación del control en porcentajes de inhibición 

de 81.3 % para F. proliferatum y 73.8 % para F. verticillioides. Esto se asocia directamente a los 

resultados obtenidos al ensayo realizado en semilla, ya que los porcentajes de inhibición en 

germinación fueron de 60% en aislamientos de F. proliferatum y 20 % para F. verticillioides, esto 

nos permite validar que esta última especie es capaz de contrarrestar el proceso normal de 

germinación en semillas sin embargo es menos agresivo que F. proliferatum, lo que se relaciona 

directamente con lo mencionado por Jeon et al. (2013). También en el artículo publicado por 

Jiang et al. (2020) se demuestra la capacidad de F. proliferatum de inhibir el proceso de 

germinación en semillas, en este caso el autor refiere un porcentaje de inhibición de un 35%; el 

autor concluye que el mecanismo inhibidor de la germinación se encuentra relacionado con la 

producción de micotoxinas, en este estudio al comparar los aislamientos  capaces de inhibir la 

germinación con la producción de fumonisinas encontramos que presentan una relación directa 

con los aislamientos FUS_36 y FUS106 que presentaron una concentración elevada de 

Fumonisinas de 1251 μg/Kg y 2039 μg/Kg respectivamente (Figura 23).  

En cuanto a las pruebas realizadas en planta, es posible identificar que los síntomas presentados 

se encuentran asociados a la enfermedad de Manchado de Grano, esta es una enfermedad que 

disminuye la calidad del grano y afecta la germinación de la semilla, su ocurrencia es mundial 

(Sandoval-Martínez et al., 2022). Verificando en la literatura Wang, Liu, et al. (2022) reporta que 

Fusarium proliferatum es el principal agente etiológico de la enfermedad de la pudrición de la 
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espiguilla del arroz (RSRD, por sus siglas en inglés) también conocida como Mancha café o 

manchado de grano en China, la cual ocasiona pérdidas de rendimiento y contaminación por 

fumonisinas en el arroz. El autor refiere que el arroz es más susceptible a este patógeno en la 

etapa de floración lo que es consistente con el estudio realizado pues las plantas tratadas fueron 

asperjadas con el hongo durante esta etapa.  

La RSRD es una enfermedad que se ocasiona por una variedad de patógenos, su aparición se 

ha venido presentando con mayor frecuencia en los últimos diez años y ha venido limitando la 

producción de arroz en las zonas de cultivo (B. Wang et al., 2024). Lo mencionado anteriormente 

y combinado con la presencia de especies de Fusarium correspondientes al Complejo de 

especies de Fusarium fujikuroi genera una alerta temprana a esta interacción puesto que otros 

autores como Qiu et al. (2020d) reportan que la contaminación ocasionada en cultivos agrícolas 

por este complejo de especies no solo ocasiona pérdidas económicas sino que puede estar 

asociado a un riesgo en salud publica considerable debido a la producción de metabolitos 

secundarios como en el caso del estudio realizado donde se encontraron niveles importantes de 

fumonisinas. También es importante tener presente que esta enfermedad se puede ver 

“enmascarada” ya que el desarrollo de esta puede ser ocasionado por varios agentes patógenos 

donde encontramos hongos como Sarocladium oryzae y Fusarium spp. y el patógeno bacteriano 

Pseudomonas fuscovaginae (De P Bigirimana et al., 2015); con lo mencionado anteriormente es 

importante enfocar el diagnóstico ya que al estar varios agentes involucrados en el desarrollo de 

esta enfermedad es probable que se pase por alto la detección de un microorganismo que como 

en el caso de Fusarium en muchas ocasiones es considerado saprofito y que realmente genera 

enfermedad y acarrea disminuciones en el rendimiento de los cultivos.  

También evidenciamos que en las publicaciones se menciona que, aunque se ha identificado 

cada vez más a F. proliferatum como un agente causante de la pudrición y el marchitamiento de 

tejidos, el rango de hospedantes ha sido menos investigado en comparación con otras especies 
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de Fusarium (Yu et al., 2024). Esto genera una brecha en la comprensión de esta especie y esto 

nos permite entender que conocer el rango de hospedantes de los patógenos de las plantas es 

crucial para el manejo efectivo de las enfermedades; en el caso de los patógenos transmitidos 

por el suelo, conocer el rango de hospedantes es fundamental para seleccionar los cultivos con 

el fin de permitir una rotación destinada a mitigar las enfermedades. Incluir cultivos no 

hospedantes puede reducir el riesgo de aparición de enfermedades, y aplicar rotaciones de 

cultivos diversas puede ayudar a disminuir las poblaciones de patógenos en el suelo (Yu et al., 

2024). 

 

Figura 23. Resumen de resultados obtenidos. Aislamientos que presentaron mayor índice de 

enfermedad en semilla y planta, concentración de fumonisinas y reporte de genes FUM.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1. Conclusiones 

 

- Se logro la identificación molecular de especies del Complejo de especies de Fusarium fujikuroi 

(FFSC) siendo. F proliferatum y F. verticillioides los principales representantes dentro de la 

colección con 32 y 12 aislamientos respectivamente. La PCR del gen TEF1-α y su posterior 

secuenciación nos permitió identificar las especies de este género, a partir de su alta capacidad 

de resolución y discriminación entre especies la cual fue corroborada con el gen HIS3. El estudio 

realizado permite identificar un complejo de especies que hasta el momento no ha sido reportado 

como causal de enfermedades en cultivos de arroz en Colombia en este caso el Complejo de 

especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), dentro del cual detectamos dos especies de gran 

importancia como son F. proliferatum y F. verticillioides las cuales han venido siendo reportadas 

en países como Asía, África, América del sur y del norte, Australia y países Europeos como 

Francia, España, Suiza, Portugal Grecia y Turquía  con mayor frecuencia como agente causal 

de enfermedades en la planta de arroz, en este caso ocasionando síntomas de enfermedad de 

Mancha Café 

- También fue posible discriminar las especies a partir de los haplotipos generados con la técnica 

IGS-RFLP donde se encontró que la enzima más precisa fue AVA I la cual no genera un elevado 

número de patrones de restricción, pero si permite diferenciar entre especies como en el caso de 

F. verticillioides y F. proliferatum.  

- Se logró determinar la capacidad de las especies de Fusarium de producir micotoxinas in vitro 

en este caso puntual fumonisinas B1 – B2 y B3 donde principalmente se logra identificar a F. 

proliferatum como el principal productor de estas.  
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- Se pudo evidenciar que la detección de los genes FUM1 y FUM21 son bastante importantes no 

solo para detectar la capacidad del patógeno de producir micotoxinas, sino que también nos da 

una guía para identificar la presencia de patógenos como F. verticillioides o F. proliferatum 

cuando no se cuenta con la capacidad de secuenciación de amplimeros del gen TEF1-α al igual 

que la técnica IGS-RFLP la cual nos permitiría diferenciar especies por sus diferentes haplotipos.  

-  A partir de los estudios realizados en planta y semilla, fue posible encontrar que F. proliferatum 

es particularmente agresivo, inhibiendo la germinación en un porcentaje significativo y 

contribuyendo a enfermedades como la mancha café, también podemos destacar la creciente 

preocupación por las infecciones en plantas de arroz causadas por el complejo de especies de 

Fusarium, especialmente F. proliferatum y F. verticillioides, estos hongos no solo provocan 

síntomas como el manchado de granos y vaciamiento efectos que no se habían reportado 

previamente en Colombia en la literatura.  

5.2. Recomendaciones 

 

Para futuros estudios, se recomienda realizar análisis a partir de una muestra más amplia con el 

fin de validar el estado actual de la presencia de las especies antes mencionadas, permitiendo 

verificar su circulación actual y el desarrollo de síntomas, así como la validación de otras especies 

presentes dentro del complejo FFSC que por tamaño de la muestra no fueron tenidas en cuenta 

dentro del análisis de micotoxinas y de las pruebas de patogenicidad.  

De igual forma, es importante que se abarque el estudio de más micotoxinas como Moniliformina 

y Bauvericina las cuales se producen por este complejo, estas también pueden estar presentes 

en F. proliferatum y F. verticillioides y ocasionar diferentes intoxicaciones o podrían ser factores 

de virulencia que ocasionen otro tipo de sintomatología en la planta de arroz.  
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También se recomienda realizar un estudio de genoma completo de algunos de los aislamientos 

de la colección de las especies F. proliferatum y F. verticillioides con el fin de identificar clústeres 

de genes asociados a la patogenicidad y a la producción de micotoxinas, así como las regiones 

genómicas asociadas a la variabilidad entre aislamientos pertenecientes a la misma especie.  

Por otro lado, se sugiere realizar con todos los aislamientos de F. verticillioides estudio de 

inhibición de germinación, así como pruebas de patogenicidad con el fin de validar posibles 

aislamientos con mayor capacidad de afectación de planta y semilla teniendo en cuenta la 

variabilidad molecular que presentaron los 12 aislamientos identificados en esta especie.  

Por último, se sugiere generar a partir del estudio realizado un protocolo de diagnóstico que 

permita en campo generar una detección oportuna de estas especies y así contrarrestar posibles 

pérdidas en cultivo a causa de enfermedades como la de mancha café. 
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6. Anexos 

6.1 Anexo 1. Tabla de pasaportes de aislamientos de Fusarium incluidos en este estudio. 

AISLAMIENTO PASAPORTE ESPECIE GEN TEF1α MUNICIPIO VEREDA VARIEDAD 
HOJAS VAINAS TALLOS RAICES PANICULAS GRANOS

5 HO1 F 677 Fusarium andiyazi Tolima Saldaña F68 X X - - X X
6 HO1 F 679 Fusarium proliferatum Tolima Saldaña F68 - X - - X X
7 HO1 F 679 Fusarium proliferatum Tolima Saldaña F68 - X - - X X
8 HO4 F 679 Fusarium verticillioides Tolima Saldaña F68 - X - - X X

10 HO1 F 686 Fusarium proliferatum Tolima Saldaña F68 - - X - - -
20 HO1 F 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
22 HO3 F 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
23 H04 F 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
24 H05 F 691 Fusarium verticillioides Granada El crucero F733 X X X - X X
30 H02 F 696 Fusarium proliferatum Fuente de oro Puerto palma Lagunas - X X - X X
31 H03 F 696 Fusarium proliferatum Fuente de oro Puerto palma Lagunas - X X - X X
34 H06 F 696 Fusarium verticillioides Fuente de oro Puerto palma Lagunas - X X - X X
35 H01 F 697 Fusarium proliferatum Granada Los Andes F174 - X X - X X
36 H02 F 697 Fusarium proliferatum Granada Los Andes F174 - X X - X X
37 H03 690 Fusarium proliferatum Granada El Crucero F174 - X X - X X
38 H02 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
39 H03 F 691 Fusarium proliferatum Granada El crucero F733 X X X - X X
40 H01 F 692 Fusarium proliferatum Granada Sardinita F 174 - X - - X -
44 HO1 705A Fusarium proliferatum Villavicencio Santa rosa Linea templado 371 - X - - X X
45 HO2 705A Fusarium proliferatum Villavicencio Santa rosa Linea templado 371 - X - - X X
46 H01 705B Fusarium sacchari Villavicencio Santa rosa Linea templado 917 - X X - X X
49 HO2 707B Fusarium sacchari Villavicencio Paraderito F 174 - X - - - X
51 H01 709A Fusarium verticillioides Villavicencio Paraderito F 174 - X - - X -
53 H01 711B Fusarium proliferatum Villavicencio Paraderito Victoria - X - - X X
54 H02 713A Fusarium verticillioides Villavicencio Paraderito Prospera - X - - X X
66 H01 679 Fusarium proliferatum Fuente de oro Puerto Poveda F174 - X - - X X
68 H01 687 Fusarium proliferatum Fuente de oro La Cooperativa F174 - X X - X X
69 H01 688 Fusarium proliferatum Granada La Cooperativa Tailandia oro - - - - X -
70 HO1 698 Fusarium verticillioides Granada Dos quebradas F 733 - X - - X X
71 HO1 700 Fusarium proliferatum Granada El Crucero F 174 - - - - X X
72 HO2 705A Fusarium verticillioides Villavicencio Santa rosa Linea templado 371 - X - - X X
74 HO2 708B Fusarium proliferatum Meta Puerto lleras F 174 X - X X - X

ANALISIS MULTIVARIADO

ORGANOS AFECTADOS
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6.2. Anexo 2. Análisis estadístico de índice de enfermedad calculado a partir de 

inhibición de la germinación. 

 

6.3. Anexo 3. Análisis estadístico de índice de enfermedad calculado a partir de 

manchado de grano. 

 


