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GLOSARIO 

ADN  ácido desoxirribonucleico. 

ADN molde  ácido desoxirribonucleico delimitado por los cebadores, al que se dirige la         

PCR. 

PCR   Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Bret   Bromuro de Etidio. 

EDTA   ácido etilendiaminotetraacético. 

dNTP´s    Desoxirribonucleosidos trifosfato. 

Gen   Segmento corto de la cadena de ADN. 

Cebadores   Primers. Pequeña cadena de nucleótidos a partir de la cual 

la ADN polimerasa inicia la síntesis de una molécula nueva de ADN.  
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RESUMEN 

El presente trabajo se llevó a cabo con el propósito de identificar la contaminación por 

uno de los hongos patógenos del género Fusarium (Fusarium verticillioides), en granos 

de cebada, trigo y maíz, debido a que son hongos caracterizados en atacar a los cereales 

en el campo antes de su almacenamiento, produciendo micotoxinas capaces de causar 

efectos crónicos en el ser humano y animales. 

La posible identificación del hongo Fusarium verticillioides en la cebada, trigo y maíz, 

se llevó a cabo mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), siendo una 

técnica altamente específica, sensible y confiable para una excelente obtención de 

resultados. Previo a la PCR, se realizó la extracción de ADN por el método de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico a granos de cebada, trigo y maíz. 

La PCR se llevó a cabo en 25μL, con 35 ciclos a temperaturas de 94, 55 y 72ºC 

utilizando los cebadores específicos para Fusarium verticillioides reportados por 

Bertechini F. C., (2012). 

Se evaluaron los resultados de la Reacción en Cadena de la Polimerasa mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, dando como resultado la identificación de 

Fusarium verticillioides en  sólo tres muestras de 30 analizadas, de las que solamente se 

identificó la presencia de éste hongo en los granos de maíz. 
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INTRODUCCIÓN 
En México se producen granos básicos en la alimentación del ser humano. La cebada, el 

trigo y el maíz son cereales básicos en la alimentación, siendo la cebada el cuarto lugar 

en importancia después del trigo y del maíz (Chavarri M, et. al., 2009). La cebada es 

utilizada en la alimentación porcina, en avicultura y como materia prima para piensos; 

también tiene importantes aplicaciones en la industria tales como fabricación de 

cerveza, destilería para obtener alcohol, elaboración de harinas para la panificación, 

entre otras (Moreno M, et al., 2000).  Por otra parte la importancia del trigo en la dieta 

de los seres humanos reside principalmente en su alto valor energético, además de que 

contiene más proteínas que el maíz y el arroz. A su ventaja nutritiva se suman sus 

características de procesamiento únicas entre los cereales, para elaborar una gran 

diversidad de alimentos procesados y varios otros productos no alimentarios (FAO, 

2014). El valor nutricional del maíz es muy similar al de otros cereales, siendo algo 

superior al del trigo y solo ligeramente al del arroz (Martínez M, et. al., 2009). 

Tradicionalmente el maíz había sido destinado fundamentalmente a la alimentación 

humana y animal. Sin embargo, en los últimos años con el avance en los conocimientos 

científicos y tecnológicos aplicados al estudio del maíz, se pueden obtener una variedad 

de productos a partir de este grano, incluidos los no alimentarios (SE, 2012).   

 

La alimentación humana y animal en gran parte del mundo se basa en el consumo de 

granos y sus derivados, los cuales pueden ser invadidos por hongos que causan 

diferentes problemas en la producción agropecuaria, así como daños a la salud. 

Fusarium, contamina los cereales antes o durante la cosecha, sintetizando metabolitos 

tóxicos llamados micotoxinas (Chavarri M, et. al., 2009). Los hongos producidos por 

algunas especies de Fusarium como por ejemplo, Fusarium verticillioides, son, en 

parte, los responsables de inhibir la germinación de las semillas, así como la pudrición 

de la mazorca en el caso del maíz, el deterioro y pérdidas de granos al provocar 

fumonisinas (Rebuffel P. A, 2014). La fusariosis, es una enfermedad fúngica importante 

en el trigo, cebada, avena, centeno y maíz, causada por las especies de Fusarium 

(Simsek S, et al., 2012). Fusarium verticillioides es una especie de Fusarium muy 

importante que ocurre en el maíz en todo el mundo, capaz de producir una amplia gama 

de micotoxinas que son un peligro potencial para la salud de los animales y los seres 
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humanos (Mulé G., et al., 2004). En la actualidad existen técnicas moleculares que 

permiten identificar al patógeno sin necesidad de cultivarlo con la gran ventaja de 

aumentar la sensibilidad y la rapidez de la detección fúngica comparada con las técnicas 

de identificación tradicional (Palomares J.C y Cuenca M, 2007). 

 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica sencilla que permite 

amplificar una determinada región del genoma de los seres vivos para facilitar su 

estudio. Ésta técnica se ha abierto, en los últimos años, al ámbito de la micología 

molecular, cuyas aplicaciones a nivel de detección, identificación y clasificación de 

hongos se incrementan día a día (Llorens V, et al., 1997). Para la identificación de 

Fusarium verticillioides por medio de técnicas de biología molecular se han utilizado 

diferentes genes tales como; calmodulina, TEF-1, β-tubulina y más recientemente se ha 

estudiado el gen gaoB. El gen gaoB participa en la reacción oxido-reducción de O2 a 

H2O2 identificado en Fusarium y a su vez, clonado a partir de Fusarium verticillioides y 

Fusarium subglutinans. Este estudio pretende plantear una estrategia metodológica que 

permita la detección de Fusarium verticillioides de una manera rápida y precisa, en 

granos de importancia alimentaria en nuestro país utilizando la Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR). 
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CAPÍTULO 1. ANTECEDENTES 

1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA CEBADA 
La cebada es la principal materia prima de la industria maltera-cervezera, la malta que 

se extrae de la cebada también se usa en la fabricación de productos como el whisky, 

jarabes, sustitutos de café y algunos alimentos. Otros derivados de la malta son 

productos químicos y otros que se agregan a los alimentos balanceados para ganado y 

aves de corral. Se tiene una demanda en constante aumento; es uno de los cultivos más 

antiguos de la humanidad (SIAP, 2014). 

 

1.1.1. Origen 
La cebada, es el más antiguo de los cereales que el hombre ha cultivado. Tuvo su origen 

en Asia y su cultivo en China se registra hacia el 2.800 A.C. donde se utilizaba como 

alimento humano y animal. Igualmente y con los mismos fines, se cultivaba en Egipto. 

En lugares como Palestina, Siria, Valle del Éufrates, Irán y Este de Afganistán, se 

encontraron formas de cebada que fueron usadas por antiquísimos pobladores antes de 

que se conocieran las variedades cultivadas (en línea www.fenalce.org, 2014 ). 

Originario de Asia occidental y África nororiental, este cereal es el más antiguo en 

cuanto a empleo alimentario y ha dado origen a los primeros panes que consumió la 

humanidad. Si bien luego fue desplazado por el trigo, su cultivo se expandió por el uso 

en destilación de bebidas muy populares (cerveza, whisky, malta, gin). Los primeros 

panes que consumió el hombre, hace unos 12.000 años, eran a base de cebada 

(Hordeum vulgare); eran oscuros y algo pesados, razón por la cual el trigo tomó luego 

su lugar. Sin embargo en algunas regiones nunca dejó de utilizarse: es el caso del pan 

ácimo de Medio Oriente, citado en la Biblia y usado por Jesús en “la multiplicación de 

los panes”. En las escuelas filosóficas, médicas y matemáticas de los griegos, era el 

alimento recomendado por Platón, Hipócrates y Pitágoras para los alumnos, por ser 

ideal para promover la capacidad de pensar, concentrarse y atender las enseñanzas, 

estando prohibido el consumo de alimentos muy proteicos. Existe una parte del pan que 

se elabora con cebada: pan de cebada (denominado “pan negro”). Otra pequeña 

http://www.fenalce.org/
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proporción se destina para la alimentación animal, particularmente de cerdos. Se 

elaboran bebidas no alcohólicas como son el kvas y el agua de cebada (Gil P., 2010). 

1.1.2. Descripción 
La cebada es una semilla de la planta herbácea perteneciente a la Familia Gramínea. Su 

nombre científico es “Hordeum vulgare”, es el cereal con menor cantidad de proteínas. 

La planta suele tener un color verde más claro que la del Trigo y en los primeros estados 

de su desarrollo, la planta de Trigo suele ser más erguida; las flores tienen tres 

estambres y un pistilo de dos estigmas, es una planta autógama (SAGARPA, 2014). 

 

1.1.3. Morfología  
En la Figura 1.1. se muestra la morfología de la espiga de la cebada, donde las 

espiguillas se encuentran unidas directamente al raquis, dispuestas de forma que se 

recubren unas a otras. Las glumas son alargadas y agudas en su vértice y las glumillas 

están adheridas al grano, salvo en la cebada conocida por “desnuda”. Las glumillas se 

prolongan por medio de una arista. La cebada es una planta de hojas estrechas y color 

verde claro. La planta de cebada suele tener un color verde más claro que la del trigo y 

en los primeros estadios de su desarrollo la planta de trigo suele ser más erguida. Se 

estima que un 60% del peso de las raíces se encuentra en los primeros 25 cm del suelo y 

que las raíces apenas alcanzan 1,20 m de profundidad. El tallo es de porte bajo. Las 

flores tienen tres estambres y un pistilo de dos estigmas. Es planta autógama; las flores 

abren después de haberse realizado la fecundación, lo que tiene importancia para la 

conservación de los caracteres de una variedad determinada (en línea 

www.infoagro.com, 2014). 

http://www.infoagro.com/
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Figura 1.1. Morfología de la espiga de cebada    www.rangaputhali.com, 2014.  

 

 El grano: 

El grano de cebada es de forma ahusada, más grueso en el centro donde se encuentra el 

endospermo y disminuyendo hacia los extremos conformado por varias capas del grano 

hasta llegar a la glumilla dorsal como se puede observar en la Figura 1.2. La cáscara de 

la cebada (en los tipos vestidos) protege al grano contra los depredadores y es de 

utilidad en los procesos de malteado y cervecería; representa un 13% del peso del grano, 

oscilando de acuerdo al tipo, variedad del grano y latitud de plantación (SAGARPA, 

2014). 

 

 
Figura 1.2. Morfología del grano de cebada.       www.cervezadeargentina.com, 2014. 

 

 

http://www.rangaputhali.com/
http://www.cervezadeargentina.com/
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1.1.4. Clasificación  
Las cebadas cultivadas se distinguen por el número de espiguillas que quedan en cada 

diente del raquis. Si queda solamente la espiguilla intermedia, mientras abortan las 

laterales, tendremos la cebada de dos carreras (Hordeum distichum); si aborta la 

espiguilla central, quedando las dos espiguillas laterales, tendremos la cebada de cuatro 

carreras (Hordeum tetrastichum); si se desarrollan las tres espiguillas tendremos la 

cebada de seis carreras (Hordeum hexastichum) (en línea www.infoagro.com, 2014). 

 

1.1.5. Valor nutritivo 
El grano de cebada contiene carbohidratos, compuestos nitrogenados, lípidos, vitaminas 

y minerales que en condiciones de almacén son susceptibles a alteraciones físicas y 

bioquímicas, siendo la temperatura y humedad relativa los principales factores físicos 

que causan daños severos y pérdida de la calidad fisiológica de semillas de varios 

cultivos. En el Cuadro 1.1., se muestran algunos de los componentes del grano de la 

cebada (Gupta, et al., 2010). 

 
Cuadro 1.1. Composición química de la cebada 

COMPONENTES PORCENTAJE (%) 

Humedad 12-13 

Carbohidratos 65-72 

Proteína 10-11 

Grasa 1.5-2.5 

Fibra 2.5-4.5 

Ceniza 2-3 

(Callejo, 2002). 

1.1.6. Producción 

En la actualidad la cebada es el cuarto cereal cultivado a nivel mundial después del 

trigo, arroz y maíz (FAO, 2014). En México, el cultivo de cebada ocupa una superficie 

superior a las 300 mil hectáreas al año. Una cuarta parte de esta superficie se siembra en 

http://www.infoagro.com/
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condiciones de riego en invierno. En la zona centro de México, los principales estados 

productores de cebada son Guanajuato, Querétaro, Michoacán y Jalisco. La producción 

de distintas variedades de ésta semilla se concentra en el estado de Guanajuato, en una 

superficie de 11,000 ha aproximadamente, de donde distribuye a todo el país (García 

J.J, et al., 2008). A nivel nacional el mayor productor de cebada en el año 2010 fue 

Guanajuato al tener 225 mil toneladas de producción. La Figura 1.3. muestra que su 

comportamiento durante los años del diagnóstico no es constante, por lo que ha ocupado 

el primer lugar y segundo lugar en varios años, solamente superado por el estado de 

Hidalgo que a partir del año 2006 obtuvo una muy buena producción al llegar por arriba 

de las 300 mil toneladas de producción, el estado de Zacatecas ha mantenido una 

constante y durante los últimos años ha incrementado la superficie al llegar a las 7 mil 

toneladas, ocupando el noveno lugar a nivel nacional, entre Zacatecas, Guanajuato e 

Hidalgo están los estados de Puebla y Tlaxcala que tienen producciones menores a las 

150 mil toneladas. A nivel nacional se cosecharon en el 2010, más de 672 mil toneladas, 

de las cuales la gran mayoría fue producida en la modalidad de temporal con más de 

407 mil toneladas y el resto en la modalidad de riego, participando en ello 16 estados de 

la república; la gran mayoría de esta producción se destina para abastecer la industria 

cervecera del país, la mayoría de los estados realizan su producción en temporal siendo 

Guanajuato el estado que más producción de riego aporta al volumen nacional (SIAP, 

2014). 

 

Figura 1.3. Principales estados productores de cebada 2001-2010                                           (SIAP, 2014). 
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1.2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL TRIGO 
El trigo es la planta alimenticia de más extenso cultivo en el mundo entero. Los 

productos derivados del trigo se adecuan a los usos y costumbres de los pueblos, y han 

adquirido una gran importancia económica, nutricional y hasta religiosa en muchas 

partes del mundo (Álvarez L, 2001). 

 

1.2.1. Origen 
La industria de la Nueva España realmente consistió en el procesamiento de las materias 

primas como carnes, cueros, granos, lana y algodón. De estos procesos industriales, en 

Puebla se trabajó el trigo. El negocio de la harina y el pan exigía una base fuerte de 

dinero y un flujo constante de capital para adquirir la materia prima, el trigo, y si 

partimos de que la molienda del grano se convirtió en un magnífico negocio y la mayor 

preocupación de los panaderos era la consecución del mismo para mantener la reserva 

necesaria en sus trojes, el contar con liquidez era algo completamente indispensable 

para dedicarse al oficio; razón por la cual quienes pudieron entrar al oficio y mantenerse 

en él con éxito, fueron pocos, los que contaban con capital, es decir la clase favorecida, 

que logró como acabamos de afirmar, crear una oligarquía en la ocupación y controlarla 

completamente haciendo que se desenvolviera bajo sus reglas y condiciones (Morales L. 

M, 2001). Este cereal es originario de Asia Menor, desde donde se habría extendido a la 

cuenca del Mediterráneo y a algunos países asiáticos. Posteriormente se difundió al 

resto de Europa y después de su descubrimiento, a América y Oceanía (Álvarez L, 

2001). Entre los cereales, el trigo es uno de los más antiguos conocidos por el hombre 

(10000 años) y la molienda de sus granos es un proceso aún más antiguo que la 

agricultura, ya que los granos de trigo recolectados en condición silvestre eran triturados 

con piedras que hacían las veces de morteros (Evans, L.T, Peacock W.J, 1981). El trigo 

ha acompañado al hombre aproximadamente 90 siglos, lo que hace que se considere uno 

de los cultivos más viejos que el hombre ha sembrado como fuente de alimentación. 

Este cultivo se extiende ampliamente en muchas partes del mundo, quizás por ser una 

especie que tiene un amplio rango de adaptación y por su gran consumo en muchos 

países. La necesidad de producir trigo constituye una estrategia extraordinaria para la 

autosuficiencia económica en todos los países del universo (Moreno I, et. al., 2006). 



10 
 

Desde el inicio de la civilización, el trigo es uno de los cereales más importantes en la 

alimentación humana. En general no se consume directamente; se usa en la elaboración 

de alimentos, sobre todo en la industria de la panificación, así como en la fabricación de 

pastas, galletas, bebidas y hasta en la producción de combustibles (SIAP, 2014). 

 

1.2.2. Descripción  
La planta del trigo es un miembro de la familia de las gramíneas del género de Triticum 

que comprende unos 600 géneros y más de 500 especies. Planta gramínea con espigas 

de cuyos granos molidos se saca la harina. La forma del grano de Trigo es ovalada con 

extremos redondeados, en uno de ellos sobresale el germen y en el otro hay un mechón 

de pelos finos conocido como el pincel; los granos de Trigo común pueden ser blandos 

o duros (SAGARPA, 2014). 

 

1.2.3. Morfología 
Las principales características de la planta del trigo se pueden observar en la Figura 1.4. 

1) La altura varía entre 30 y 180 cm. 

2) El tallo es recto y cilíndrico. Tiene nudos. 

3) El nudo es sólido. La mayoría de los trigos tienen seis nudos aproximadamente. 

4) La hoja es lanceolada, con un ancho de 0.5 a 1 cm y una longitud de 15 a 25 cm. 

Cada planta tiene de cuatro a seis hojas. 

5) La lígula es de longitud media. 

6) La aurícula es despuntada y tiene pelos. La lígula y la aurícula si sirven en la 

identificación de las plántulas. 

7) La plántula. En ella, las hojas se despliegan al nacer, girando en el sentido de las 

manecillas del reloj. Esta es también una característica en la identificación de las 

plántulas. 

8) Amacollamiento. Esta es otra característica en los cereales, las plántulas 

producen macollos de número variable, generalmente de dos a siete. 

9) Las raíces del trigo son semejantes a las de la cebada y de la avena. 

10)  Las raíces permanentes o secundarias nacen en el primer nudo. 
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11)  Raíces que nacen a partir de la semilla. Normalmente existen cinco raíces 

seminales, una radical o primaria y cuatro laterales que funcionan durante toda 

la vida de la planta. 

12)  La espiga del trigo macarrón es densa y corta. Consiste en una infinidad de 

espiguillas que terminan en una arista o barba. 

13)  Los granos de trigo macarrón son generalmente alargados, puntiagudos, 

durísimos y de color ámbar rojizo. 

14)  Espiga del trigo común. 

15)  Los granos del trigo común pueden ser blandos o duros. 

 

(Hernández G., 2012). 

 

 

Figura 1.4. Morfología de la planta de trigo.                                    (Hernández G., 2012). 

Los granos son cariópsides que presentan forma ovalada con extremos redondos; el 

germen sobresale en uno de ellos y en el otro hay un mechón de pelos finos. El resto del 

grano, denominado endospermo, es un depósito de alimentos para el embrión que 

representa el 82% del peso del grano. A lo largo de la cara ventral del grano hay una 



12 
 

depresión (surco): una invaginación de la aleurona y todas las cubiertas. El grano del 

trigo contiene una parte de la proteína que se le llama gluten, que permite la elaboración 

de levaduras de alta calidad, que son necesarias en la panificación (SAGARPA, 2014). 

La estructura del grano se observa en la Figura 1.5. 

 

Figura 1.5. Morfología del grano de trigo.                                  (Hernández G., 2012). 

 

1.2.4. Clasificación 
El género Triticum comprende alrededor de 30 tipos de trigo, con suficientes diferencias 

genéticas para ser consideradas especies distintas o subespecies. De ellas, solamente se 

han reconocido 16 especies y el resto son silvestres, pero dentro de las cultivadas solo 

dos están en gran escala mundialmente. El trigo harinero y el trigo cristalino o duro son 

los tipos comerciales: el Triticum aestivum L y Triticum durum respectivamente. El 
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trigo harinero (Triticum aestivum) cubre cerca de 90% del área total sembrada con trigo 

mundialmente, mientras que el duro (T. durum) llamado también cristalino o 

macarronero, cubre cerca de 9% total del área triguera mundial, pero solamente aporta 

el 5% de la producción mundial (Moreno I, et. al., 2006). 

 

 
 

1.2.5. Valor nutritivo 
El grano de trigo se puede considerar fundamentalmente compuesto por almidón, 

proteínas, otros polisacáridos que se expresan como fibra cruda, lípidos, minerales 

(cenizas) y vitaminas como se muestra en el Cuadro 1.2. (Shewry P.R, Halford N. G, 

2002). El trigo es un alimento energético y aporta vitaminas a los organismos humano y 

animal. En los últimos años, el contenido de nutrientes del grano de trigo y sus 

componentes ha sido objeto de estudio, por lo que se ha conocido su valor como fuente 

proteica y su superioridad con respecto a la inmensa mayoría de los cereales (Moreno I, 

2006). 

Cuadro 1.2. Composición de los principales componentes del grano de trigo. 

COMPONENTES MINIMO 

(gr) 

MAXIMO 

(gr) 

Humedad 8.0 18.0 

Almidón 60 mg 68 mg 

Proteína 7.0 18.0 

Lípidos 1.5 2.0 

Fibra cruda 2.0 2.5 

Cenizas 1.5 2.0 

(Matz S, 1999). 

 

1.2.6. Producción 
El trigo se cultiva en más de 20 estados de la República Mexicana. Sin embargo, el 80% 

de la producción se genera en la zona norte (principalmente en el noroeste) y en 

Guanajuato en el ciclo otoño-invierno (O-I) bajo condiciones de riego; el resto se 
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genera, en su mayoría, en regiones del centro y el altiplano central en el ciclo 

primavera-verano (P-V) en condiciones de temporal (Peña R. J, et al., 2007). 

En el año 2011, se estimó una producción del orden de los cuatro millones de toneladas, 

alrededor de 10 por ciento más que en el año anterior (3.7 millones de toneladas). 

Durante el ciclo agrícola 2012-2013, en el valle de Mexicali, Baja California y Sonora, 

se produjeron 20,700 toneladas de grano de trigo, con la siembra de 3,813 hectáreas 

(SAGARPA, 2014). 

 

1.3. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL MAÍZ 
El maíz (Zea mays L.) es un cultivo de gran relevancia para los pueblos 

latinoamericanos y en especial para México, considerado como el centro de origen y 

diversidad del maíz, cultivo que ha estado prácticamente en toda su historia y desarrollo 

(Bedoya C. A., 2010). 

 

1.3.1. Origen 
El maíz, desde el Sistema Natural de Linneo (1748), se clasificó dentro del género Zea y 

no había sufrido modificaciones importantes hasta el siglo XX cuando se integró el 

teocintle a este género. Otros estudios taxonómicos y botánicos realizados a finales del 

siglo XIX y principios del XX recapitulan la relación y posible evolución del teocintle 

al maíz. Otros estudios sobre el origen del maíz sugieren que el maíz es un producto de 

la hibridación del teocintle con otro pasto, quizá extinto. El origen del maíz no ha sido 

sencillo de rastrear. La mazorca es única entre los cereales y de ahí que la dilucidación 

de su origen haya sido un gran desafío científico. Por otra parte, el registro fósil de los 

restos más antiguos del maíz, encontrados en diversas partes de México, demuestran un 

gran cambio morfológico desde la pequeña espiga femenina (“mazorquita”) del 

teocintle, con unos cuantos granos de fácil dispersión, y la espiga femenina (mazorca) 

del maíz con una gran cantidad de granos fuertemente adheridos al “olote” (raquis) 

(Serratos J. A., 2009). 
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De igual manera podemos afirmar que la domesticación y el mejoramiento del maíz 

están fuertemente correlacionados con el desarrollo de la complejidad cultural  

evidenciada por las grandes civilizaciones de la Mesoamérica prehispánica. La 

domesticación del teocintle antecede al período histórico Mesoamericano, entre los 4-3 

000 años A.C. en la cuenca del río Balsas en el actual estado de Michoacán. Es un 

proceso que involucra una extensa tradición oral que alude a una época inmersa en 

mitos y folklore. El maíz no fue el primer cereal domesticado por los primeros 

mesoamericanos. Sin embargo, para el 2700 A.C. el maíz había sido introducido de 

Michoacán al Valle de Tehuacán, Puebla, los residentes de las cuevas de Coxcatlán en 

las estribaciones del sur del valle estaban utilizando un maíz reventador de pequeñas 

mazorcas (con 6 a 9 frutos por olote), y habían innovado el proceso para la molienda de 

los frutos de maíz utilizando morteros de piedra para elaborar una especie de pan de 

poco grosor (Salvador R. J., 2001). 

 

1.3.2. Descripción 
El maíz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios más antiguos que se conocen. 

Pertenece a la familia de las Poáceas (Gramíneas), tribu Maydeas, y es la única especie 

cultivada en éste género de gran importancia económica. Es conocida con varios 

nombres comúnes; el más usado dentro de los países anglófonos es “maize”, excepto en 

los Estados Unidos de América y Canadá, donde se le denomina “corn” (Bonilla M. N., 

2014). 

 

1.3.3. Morfología 
Respecto a sus características botánicas, el maíz pertenece a las monocotiledóneas 

gramíneas. Su morfología se observa en la Figura 1.6.  

 La raíz: son fasciculadas y robustas y su misión es, además de aportar alimento a 

la planta, ser un perfecto anclaje de la planta que se refuerza con la presencia de 

raíces adventicias. 

 El tallo: tiene aspecto de caña, con los entrenudos rellenos de una médula 

esponjosa, erecto, sin ramificaciones y de elevada longitud pudiendo alcanzar 

los 4 metros de altura. El maíz tiene escasa capacidad de ahijamiento, de hecho 
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la aparición de algún hijo es un efecto no deseado que perjudica la capacidad 

productiva. 

 Las hojas: son alternas, paralelinervias y provistas de vaina que nace de cada 

nudo (gramínea). El número de hojas depende de la variedad y del ciclo, de la 

época de siembra, etc. pero, aunque podrían llegar hasta 30, lo normal en 

nuestras condiciones es que haya un máximo de 15 hojas. Parece que el número 

de hojas está relacionado con el potencial de producción. 

El maíz es una planta monoica, tiene flores masculinas y flores femeninas separadas 

pero en el mismo pie. La flor masculina tiene forma de panícula y está situada en la 

parte superior de la planta. La flor femenina, la futura mazorca, se sitúa a media altura 

de la planta. La flor está compuesta en realidad por numerosas flores dispuestas en una 

ramificación lateral, cilíndrica y envuelta por falsas hojas, brácteas o espatas. Los estilos 

de cada flor sobresalen de las brácteas formando las sedas. Cada flor fecundada formará 

un grano que estará agrupado en torno a un eje grueso o zulo. El número de granos y de 

filas de la mazorca dependerá de la variedad y del vigor del maíz. En general las 

variedades cultivadas en nuestro entorno contienen entre 600 ó 1.000 granos por 

mazorca distribuidos entre 16 y 20 hileras (el rango oscila entre 12 y 24 hileras) 

conteniendo unos 50 granos cada una (Ortas L, 2008). 
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Figura 1.6. Morfología de la planta de maíz.               www.imagui.com, 2014. 

 

 El grano: El grano de maíz es el cereal más grande, con un peso de 250 a 300 

mg cada uno. Como se observa en la Figura 1.7., éste se compone de una cáscara 

delgada que encierra a la semilla. La cáscara forma una cubierta completa de la 

semilla, y está compuesta de la cofia y el pericarpio. El pericarpio, que es la 

parte estructural más externa del grano, es una película cuyo espesor 

normalmente varía de 60 a 80 μm, el cual está formado por un tejido denso y 

correoso. Empezando desde la región exterior, las partes del pericarpio son la 

cutícula (con grosor de 0.7 a 1 mm), la epidermis (con grosor de 4 a 6 mm), el 

mesocarpio, las celdas cruzadas y las celdas tubulares (Bartolo P, et. al., 1999).  

http://www.imagui.com/
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Figura 1.7. Morfología del grano de maíz.       www.mejoravegetal.criba.edu.ar/semilla/Germina, 2014.  

 

 

1.3.4. Clasificación 

El  maíz es clasificado en dos tipos distintos dependiendo de la latitud y del ambiente en 

el que se cultiva. El maíz cultivado en los ambientes más cálidos, entre la línea 

ecuatorial y los 30ºC de latitud sur y los 30ºC de latitud norte es conocido como maíz 

tropical, mientras que aquel que se cultiva en climas más fríos, más allá de los 34ºC de 

latitud sur y norte es llamado maíz de zona templada; los maíces subtropicales crecen 

entre las latitudes de 30º y 34º de ambos hemisferios. El maíz tropical a su vez, es 

clasificado en tres subclases, también basadas en el ambiente: de tierras bajas, de media 

altitud y de zonas altas (Bonilla M. N, 2014). 

 

1.3.5. Valor nutritivo 

Cada una de las partes del grano de maíz difiere considerablemente en su composición 

química, que a su vez varía ampliamente por causas tanto genéticas como ambientales. 

El componente químico principal del grano de maíz es el almidón como se puede 

observar en el Cuadro 1.3. (Benítez C. C, 2006).  

 

 

 

 

http://www.mejoravegetal.criba.edu.ar/semilla/Germina
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Cuadro 1.3. Composición química del grano de maíz. 

COMPONENTES MAÍZ (%) 

Agua 12.5 

Proteína 9.2 

Lípidos 3.8 

Almidón  62.6 

Fibra cruda 2.2 

Minerales  1.3 

(Astiazarán I y Martínez J. A, 1999). 

 

 

1.3.6. Producción  
La evolución histórica del consumo mundial de maíz muestra dos periodos importantes, 

el primero de 1984 a 2003 en el cual dicho indicador muestra una tasa media de 

crecimiento anual (TMCA) de 2.2%, mientras que en el periodo 2003-2010 ésta fue de 

3.8%. Lo anterior indica que desde 2003 inició una nueva era en el dinamismo de la 

demanda de maíz en el mundo como se puede observar en la Figura 1.8. (SE, 2012). 

 

 

Figura 1.8. Producción del maíz.                                                                                (SE, 2012).  
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La producción mundial por su parte, si bien ha reaccionado de forma importante a los 

nuevos niveles de demanda en los últimos años, muestra una mayor inestabilidad, lo que 

hace que el nivel de inventarios aumente en ciertos periodos y se reduzca en otros, 

provocando inestabilidad en los mercados y presiones en los precios mundiales del maíz 

(SE, 2012). 
 

1.4. CARACTERÍSTICAS DE HONGOS DE CAMPO 
Los  hongos de campo son aquellos que invaden las semillas durante su desarrollo en el 

campo o cuando éstas han madurado y permanecen en el campo, en espera de ser 

cosechadas. Esta clase de hongos requieren contenidos de humedad en los granos de 25 

a 30 por ciento (base húmeda) por lo que detienen su desarrollo cuando las semillas 

infectadas alcanzan porcentajes de humedad inferiores. Los hongos de campo que 

predominan varían de acuerdo con la cosecha, localidad geográfica y el clima, pero en 

el trigo, arroz, cebada y avena, la mayoría corresponde a los géneros Alternaria, 

Cladosporium, Hemilthosporium y Fusarium (Rebuffel P. A, 2014).  

 

1.4.1. Hongos que atacan a la cebada, trigo y maíz. 
Varias especies de hongos referibles a los género Fusarium, Aspergillus y Penicillium 

contaminan los cereales antes o durante la cosecha; durante el almacenamiento pueden, 

además, sintetizar metabolitos tóxicos llamados micotoxinas (Chavarri M, et. al., 2009). 

Fusariosis, es una enfermedad fúngica importante en el trigo, cebada, avena, centeno y 

maíz, causada por las especies de Fusarium (Simsek S, et al., 2012). 

En la cebada las especies referibles al género Fusarium infectan al grano y producen 

tricotecenos (Moreno M, et al., 2000). 

Fusarium verticillioides es uno de los patógenos más importantes de maíz en climas 

más cálidos, lo que provoca la pudrición del tallo y la mazorca (Gherbawy Y, et al., 

2001). 

 

1.4.2. Fusarium verticillioides 

Anteriormente era conocido como F. moniliforme; actualmente el nombre de F. 

verticillioides es el que tiene prioridad y es aceptado en forma general, por lo cual, este 
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es el nombre que debe de ser usado para ésta especie. Está ampliamente distribuido 

alrededor del mundo y está asociado a granos como la cebada y trigo pero 

principalmente al maíz donde puede causar pudrición del tallo y podredumbre de la 

mazorca, siendo el principal patógeno del cultivo y limitante de la productividad porque 

ocasiona pérdidas cuantiosas y reducción en la calidad del grano que varían año con 

año. Es más común en climas secos y cálidos; su infección es particularmente dañina si 

comienza antes de la floración. F. verticillioides puede entrar sistemáticamente desde la 

semilla, a través de heridas en la planta o infecciones en la espiga; a éste hongo se le 

conoce como un patógeno necrótrofo por la capacidad que tiene de causar la muerte del 

tejido hospedero y, luego, sobrevive como saprofito en el rastrojo. Sin embargo, durante 

los periodos tempranos de la infección el hongo adquiere una fase biotrofa, al grado de 

que puede sobrevivir como endófito en la semilla y en el tallo de las plantas sin causar 

daños visibles. Este hongo produce micotoxinas conocidas como fumonisinas, que son 

tóxicas para algunas especies animales (Leslie J. F. y Summerell B. A., 2006; 

CIMMYT, 2004; De la Torre M.A, et al., 2014). 

Fusarium verticillioides puede estar presente en semillas asintomáticas y no es 

frecuente que reduzca el estar de las plántulas pero sí que su presencia en semilla 

implique su transmisión a la planta, vía sistémica o endofítica. La transmisión y la 

infección sistemática de Fusarium verticillioides es común y puede ocurrir en un amplio 

rango de temperaturas (Carmona M, Scandiani M, 2011). 

 

1.4.2.1. Morfología 

El daño que causa F. verticillioides se manifiesta principalmente en granos individuales 

o en ciertas áreas de la mazorca. Los granos infectados desarrollan un moho algodonoso 

o  rayas blancas en el pericarpio y germinan estando aún en el olote. Por lo general, las 

mazorcas invadidas por barrenadores del tallo son infectadas por esta especie (Leslie J. 

F. y Summerell B. A., 2006; CIMMYT, 2004).  

Morfológicamente Fusarium verticillioides es idéntico a las cepas de F. thapsinum, 

también es muy similar a F. proliferatum pero ésta última se caracteriza por formar 

cadenas de microconidios a partir de polifiálides como se observa en la Figura 1.9. Las 

cadenas de microconidios producidas por F. proliferatum habitualmente son más 
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pequeñas que las producidas por F. verticillioides. F. verticillioides y F. thapsinum 

pueden ser diferencidos de manera fiable solamente utilizando pruebas de apareamiento 

o marcadores moleculares. F. verticillioides es similar en algunos aspectos a F. nygamai 

el cual forma cadenas cortas de microconidios o falsas cabezas en las monofiálides. 

(Leslie J. F. y Summerell B. A., 2006; CIMMYT, 2004). 

 

Figura 1.9. Morfología de Fusarium verticillioides              www.ls9.it, 2014.  

 

1.4.2.2. Importancia 
Fusarium verticillioides es una especie muy importante que ocurre en el maíz en todo el 

mundo, capaz de producir una amplia gama de micotoxinas que son un potencial peligro 

para la salud de los animales y los seres humanos (Mulé G., et al., 2004). 

Fusarium verticillioides ataca la planta y a diferentes partes de ella en todos los estadíos 

de crecimiento, induciendo enfermedades de pre y postcosecha que causan una 

reducción de rendimientos y afectan la calidad del grano (Schulthess K. F, et al., 2002).  

 

 

 

http://www.ls9.it/
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1.5. TÉCNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCIÓN DE 

HONGOS PATÓGENOS 
El diagnóstico molecular se basa principalmente en dos grandes pilares: la hibridación 

de los ácidos nucleicos y los métodos de amplificación de los mismos. Estos métodos 

permiten aumentar la sensibilidad y la rapidez de la detección fúngica y, además, 

identificar al patógeno sin necesidad de cultivarlo. Las técnicas de Biología Molecular 

basadas en detección de ácidos nucleicos, dispone de pocos protocolos estandarizados 

con el aval de un uso amplio y contrastado (Palomares J.C y Cuenca M, 2007). 

 

1.5.1. Técnicas basadas en ácidos nucleicos 
Son técnicas basadas en el estudio de secuencias específicas de ADN. Las principales 

técnicas son la hibridación del ADN, la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Una clara ventaja de los métodos de detección de ácidos nucleicos, es la posibilidad de 

detección de patógenos (Palomares, J.C y Cuenca M, 2007). 

 

1.5.1.1   Reacción en Cadena de la Polimerasa 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa es una reacción enzimática in vitro que 

amplifica millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos 

repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reacción 

aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de 

sintetizar naturalmente el ADN en las células (De Dios T, et al., 2013).  

 

1.5.1.1.1 Fundamento de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) implica un conjunto de tratamientos 

desarrollados in vitro sobre una región de ADN para su amplificación selectiva. El 

proceso requiere el conocimiento previo de la secuencia de dos regiones cortas que 

flanqueen a la que se pretende amplificar; estas regiones son utilizadas como cebadores 

en la reacción de elongación (extensión) catalizada por la polimerasa, para lo cual es 

necesario previamente conseguir su asociación al ADN molde desnaturalizado (Perera J, 

et al., 2002). 
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1.5.1.1.2 Etapas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa consiste en una serie de ciclos como se 

muestra en la Figura 1.10, y cambios de temperatura. Los pasos de ciclos están 

precedidos por un choque térmico a una alta temperatura (90-94ºC), existiendo otro 

choque térmico al final del proceso. Las temperaturas y el tiempo aplicados en cada uno 

de los ciclos dependen de ciertos parámetros (enzima utilizada, desosirribonucleósido-

trifosfatos “dNTP´s”, longitud de ADN a amplificar) (Sambrook J y Russell D, 2001). 

 Desnaturalización. La desnaturalización se debe a la ruptura de los puentes de 

hidrógeno entre los pares de bases sin existir un rompimiento de enlaces 

covalentes. Las dos hebras del ADN se separan y  pasan a una conformación al 

azar sin que afecte a la estructura primaria. En ella, el ADN se incuba a elevada 

temperatura (± 94°C) de tal manera que se logra la separación de las hebras 

quedando accesibles a la hibridación de los cebadores (en línea 

www.cultek.com, 2014). 

 Alineamiento. Los puentes de hidrógeno estables entre las cadenas de ADN 

sólo se forman cuando la secuencia del primer es muy similar a la secuencia del 

ADN molde. En ella, la mezcla de reacción se enfría (± 55 – 65°C) para permitir 

el alineamiento. La polimerasa une el híbrido de la cadena molde y el cebador. 

Los cebadores actúan como límites de la región de la molécula que se va a 

amplificar (Sambrook J, Russell D, 2001). 

 Extensión. En esta etapa la polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN 

complementaria a la hebra de ADN molde añadiendo los Desoxirribonucleósido-

trifosfatos (dNTP´s) complementarios en dirección 5´3´. Esta etapa se suele 

realizar a ± 72°C, realizándose entre 30 y 50 ciclos en cada reacción (en línea 

www.cultek.com, 2014).  

 

http://www.cultek.com/
http://www.cultek.com/
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Figura 1.10. Etapas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

 

1.5.1.1.3 Componentes de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un procedimiento efectivo para 

generar grandes cantidades de una secuencia específica de ADN in vitro. Requiere de 

componentes esenciales para llevarse a cabo (Balbás P, 2002). 

 Cebadores 

La especificidad y la estabilidad del híbrido formado entre la hebra molde y los 

cebadores es crucial para el resultado de la reacción de PCR. A la hora de diseñar la 

estructura de éstos últimos es necesario atender a diversos factores: 

o La longitud de los oligonucleótidos utilizados para cebar la reacción de PCR 

suele ser del rango de 15 a 30 nucleótidos. Cuanto mayor sea su tamaño, mayor 

es la probabilidad de que se asocien a secuencias no perfectamente 

complementarias y conduzcan la amplificación de productos no específicos. 

o La composición de bases de los cebadores es importante por el efecto que tiene 

sobre la estabilidad del híbrido. 
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o Deben evitarse secuencias con bases repetidas (más de 3 ó 4 seguidas), para 

dificultar uniones no correctas. 

(Perera J, et al., 2002). 

 ADN molde 

La cantidad total de ADN utilizada normalmente para la PCR está entre 0,05 y 1,0 µg, 

lo que permite la detección de ejemplares solos de la secuencia diana. Aunque las 

muestras no tienen que estar muy purificadas, sí es necesario eliminar algunos 

contaminantes, como la heparina, el formol, los agentes quelantes de Mg2+ o los 

detergentes, para evitar que inhiban el proceso de amplificación (en línea 

www.cultek.com, 2014).  

 ADN polimerasa 

Existen dos formas comerciales: la nativa, purificada de Thermus aquaticus, y otra 

modificada por ingeniería genética y expresada en E. coli (AmpliTaqMR). En ambas la 

actividad polimerasa va acompañada de una exonucleasa 5´a 3´pero carecen de 

exonucleasa 3´a 5´ por lo que no son capaces de corregir los errores producidos en la 

extensión, que resultan incorporados al fragmento amplificado con una frecuencia de 

alrededor de uno por cada 104 nucleótidos. Sus propiedades son equivalentes y ambas se 

utilizan en reacciones de PCR. También se comercializan otras polimerasas 

termoestables, como la polimerasa VentMR de Thermococcus litoralis, o la polimerasa 

Pfu, aislada de Pyrococcus furiosus, presentación; o como algunas retrotranscriptasas 

termoestables, utilizadas particularmente en RT-PCR (Perera J, et al., 2002). 

 Cationes divalentes 

En la PCR es fundamental la presencia de cationes divalentes. La concentración de 

MgCl2 en la mezcla final de reacción suele estar entre 0,5 y 5,0 mM. Los iones Mg2+: 

o  Forman un complejo soluble con los dNTP, lo cual es fundamental para la 

incorporación de estos. 

o Estimulan la actividad polimerásica. 

o Aumentan la temperatura de fusión (Tf) de la interacción cebador / ADN molde 

(con lo que estabilizan la interacción entre las dos cadenas). 

http://www.cultek.com/
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Generalmente, una concentración baja de Mg2+ provoca un rendimiento bajo, mientras 

que una concentración elevada de Mg2+ hace que se acumulen productos inespecíficos. 

Es importante evitar que en la solución de ADN molde haya una concentración elevada 

de agentes quelantes, como el EDTA, o de grupos iónicos con carga negativa, como el 

fosfato (Somma M y Querci M). 

 Desoxirribonucleósido-trifosfatos (dNTP´s) 

La enzima necesita de Mg para poder incorporar a los dNTP´s. Para la síntesis de ADN 

hacen falta dNTP´s libres.  La concentración de cada uno de los dNTP´s para la PCR 

debe estar entre 20 y 200 µM (Sambrook J. y Russell D, 2001). 

 

1.5.1.1.4 Electroforesis  
La electroforesis en gel es una técnica muy utilizada para separar moléculas o 

fragmentos de moléculas de ácidos nucleicos. Los materiales más comunes para separar 

moléculas de ácidos nucleicos son polímeros como la poliacrilamida o la agarosa. Los 

geles se comportan como un tamiz molecular y permiten separar moléculas cargadas en 

función de su tamaño y forma. Así, moléculas de ADN de diferente tamaño, van a 

emigrar de forma distinta en un gel de electroforesis. La distancia recorrida por cada 

fragmento de ADN va a ser inversamente proporcional al logaritmo de su peso 

molecular. Es importante la utilización de marcadores de tamaño conocido porque nos 

permitirán calcular los pesos moleculares de las muestras de ADN problema. En el caso 

de los geles de agarosa, se le añade bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre 

las bases del ADN y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Tras la 

electroforesis, se visualiza el gel con una lámpara de luz UV, y se verán las bandas 

correspondientes a las muestras deL ADN y los marcadores de peso molecular (Padilla 

et al.). 

 

1.5.1.1.5 Ventajas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
Una ventaja de éstas técnicas es que no importa el origen de la muestra a estudiar ya que 

la molécula de ADN se encuentra en todas las células del ser vivo, así como también, 
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que la molécula del ADN es relativamente termoestable, por lo que es menos 

susceptible a ser degradado durante el procesamiento de los alimentos (Palomares, J.C y 

Cuenca M, 2007). 

La PCR posee características especiales que la hacen útil en la identificación y 

diagnóstico debido a su especificidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y accesibilidad 

(Bolivar A. M, 2013). 

 

1.5.1.1.6 Desventajas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
Produce una alta tasa de errores en la incorporación de dNTP´s; la polimerasa Taq, 

carece de actividad exonucleasa 3´a 5´y por lo tanto, de la capacidad para la revisión del 

nucleótido incorporado y en su caso, para la degradación y sustitución por el correcto. 

Esto provoca la incorporación de errores con una frecuencia de alrededor de 1x10-4 por 

ciclo (Perera J, et al., 2002). 

Su aplicación no es todavía de rutina en los grandes laboratorios de diagnóstico. Las 

precauciones son importantes en el desarrollo de esta técnica. Debido a su elevada 

sensibilidad, es esencial evitar contaminaciones por ADN extraño que pudieran 

interpretarse en resultados falsos positivos (Bolivar A. M., 2013). 
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CAPÍTULO 2. METODOLOGÍA 

2.1. JUSTIFICACIÓN 

 
La cebada, el trigo y el maíz son cereales básicos e importantes tanto en la alimentación 

humana como en la alimentación animal debido a su gran aporte energético y 

nutrimentos que contienen; por ello son los principales cereales en la industria 

alimentaria. Estos cereales pueden ser invadidos por hongos causando diferentes 

problemas en la producción agropecuaria, siendo de gran importancia desde el punto de 

vista de salud pública. 

Fusarium verticilliodes es un especie fúngica muy importante en los cereales a nivel 

mundial. Aun cuando Fusarium es más comúnmente encontrado en maíz, es un 

patógeno que también puede estar presente en trigo y cebada y ser capaz de producir 

sustancias tóxicas (fumonisinas) que pueden causar diversas enfermedades severas, 

agudas y crónicas en animales y humanos, así como también es capaz de producir la 

podredumbre del grano y de la espiga, causando pérdidas económicas muy importantes.  

Fusarium verticilliodes es el responsable prácticamente de todos los casos de 

infecciones invasivas en animales y humanos, así mismo produce lesiones diseminadas 

como queratomicosis, úlceras y onicomicosis, además de ser uno de los principales  

patógenos de plantas.  

Por ello es importante realizar métodos que identifiquen la presencia de éstos hongos; la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica actualmente utilizada para la 

identificación de hongos, resaltando que entre ellos, las especies de Fusarium, de una 

forma rápida, específica y sensible. 

 

 

2.2. OBJETIVO GENERAL 
Identificar la presencia de Fusarium verticillioides en granos de cebada, trigo y maíz 

mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
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2.3. OBJETIVOS PARTICULARES 

2.3.1. OBJETIVO PARTICULAR 1 
Extraer el ADN presente en muestras de granos de cebada, trigo y maíz por el método 

de extracción orgánica con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico descrito por Sambrook 

con la finalidad de obtener soluciones de ADN de cada una de las muestras a analizar. 

Actividades: 

1.- Investigación bibliográfica de los protocolos a seguir para la experimentación 

mediante artículos científicos. 

2.- Leer la pureza y concentración del ADN en el nanoespectrofotómetro NANODROP-

1000. 

 

2.3.2. OBJETIVO PARTICULAR 2 
Comprobar la especificidad de los cebadores dirigidos al gen gaoB, utilizando una cepa 

de referencia de Fusarium verticillioides(1) reproduciendo las condiciones de PCR 

reportadas bibliográficamente.   

Actividades: 

1.- Seleccionar un programa de amplificación basado en artículos científicos. 

2.- Búsqueda bibliográfica de cebadores que delimiten la zona de amplificación 

3.- Aplicar la técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en el ADN de 

referencia para comprobar la especificidad de los cebadores seleccionados. 

(1). ADN de referencia previamente extraído en trabajo reportado (García B. K, 2014).  

 

2.3.3. OBJETIVO PARTICULAR 3 

Identificar la presencia de Fusarium verticillioides  en los granos de cebada, trigo y 

maíz utilizando la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y electroforesis. 

 

 



31 
 

Actividades:  

1.- Aplicar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con los cebadores 

seleccionados a partir del gen gaoB de la galactosa oxidasa. 

2.- Evaluar por electroforesis los productos de PCR para identificar la presencia de 

Fusarium verticillioides en granos de cebada, trigo y maíz. 

 

2.4. HIPÓTESIS 
Si al aplicar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) a los granos de cebada, 

trigo y maíz, amplifica para una secuencia del gen  gaoB de la galactosa oxidasa, se 

puede decir entonces que el hongo Fusarium verticillioides está presente en éstos 

cereales. 
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2.5. CUADRO METODOLÓGICO 

 

Figura 2.1. Cuadro metodológico 

 

 OBJETIVO GENERAL: Establecer una estrategia basada en la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR) que permita la identificación de Fusarium verticillioides en 

granos de cebada, trigo y maíz. 

Actividades 
preeliminares 

Investigación 
bibliográfica 
de los 
protocolos a 
seguir para la 
experimentac
ión mediante 
artículos 
científicos. 

OBJETIVO 
PARTICULAR 1  

Extraer el ADN 
presente en 
muestras de granos 
de cebada, trigo y 
maíz por el método 
de extracción 
orgánica con fenol-
cloroformo-alcohol 
isoamílico descrito 
por Sambrook con 
la finalidad de 
obtener soluciones 
de ADN de cada 
una de las muestras 
a analizar. 

 

OBJETIVO 
PARTICULAR 2  

Comprobar la 
especificidad de los 
cebadores dirigidos 
al gen gaoB, 
utilizando una cepa 
de referencia de 
Fusarium 
verticillioides 
reproduciendo las 
condiciones de PCR 
reportadas 
bibliográficamente.   

Leer la pureza y 
concentración del 
ADN en el 
nanoespectrofotóme
tro (NANODROP-
1000). 
 

Seleccionar  un 
programa de 
amplificación 
basado en artículos 
científicos. 

Búsqueda 
bibliográfica de 
cebadores que 
delimiten la zona de 
amplificación 

OBJETIVO 
PARTICULAR 3 

Identificar la 
presencia de 
Fusarium 
verticillioides  en 
los granos de 
cebada, trigo y 
maíz utilizando la 
Reacción en 
Cadena de la 
Polimerasa (PCR) 
y electroforesis. 

Aplicar la 
Reacción en 
Cadena de la 
Polimerasa (PCR) 
con los cebadores 
seleccionados a 
partir del gen gaoB 
de la galactosa 
oxidasa. 

Evaluar por 
electroforesis los 
productos de PCR 
para identificar la 
presencia de 
Fusarium 
verticillioides en 
granos de cebada, 
trigo y maíz. 

Aplicar la técnica de 
la Reacción en 
Cadena de la 
Polimerasa (PCR) en 
el ADN de 
referencia para 
comprobar la 
especificidad de los 
cebadores 
seleccionados. 

Análisis de resultados 
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2.6. MATERIALES 

2.6.1. Material biológico 
 Granos de cebada (Hordeum vulgare) 

 Granos de trigo (Triticum spp.) 

 Granos de maíz (Zea mays L.) 

 ADN extraído de la cepa de Fusarium verticillioides  

 Cebadores específicos del gen de la galactosa oxidasa (gaoB) para Fusarium 

verticillioides 

 

2.6.2. Reactivos 
 Solución de Lisis (Tris base 50nM, pH=8, EDTA 0.1M, SDS 0.5%) 

 Enzima Proteinasa K 

 Mezcla Fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 

 Etanol 

 Agua libre de Nucleasas 

 Kit para PCR, Promega®: 

o Master mix (50 unidades de Taq ADN polimerasa, 400μM de cada dNTP 

y 3 mM de MgCl2) 

 Agarosa, Gibco ERL® 

 Tris acetato y EDTA (TAE) 1x como solución buffer, pH=8 

 Bromuro de etidio (Bret) en concentración de 10mg/ml 

 Marcador de peso molecular, Promega® 

 Tinte cargador azul/naranja 6x, Promega® 

 

2.6.3. Material de laboratorio 
 Tubos Eppendorff  

 Gradilla 

 Mortero con pistilo 

 Matraz Erlenmeyer  

 Probeta  

 Parafilm  
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2.6.4. Equipo de laboratorio 
 Agitador Vortex, Genie® K-55-G 120 VOLTS 

 Balanza analítica electrónica, Startorius® 162g 

 Juego de micropipetas, Rainin®  

 Microcentrifuga, Force mini® 

 Incubadora eppendorf, Thermomixer compact® 

 Espectrofotómetro, Abccesolab NanoDrop ND-1000 A113 

 Termociclador, Apollo® ATC401 CLP 

 Fuente de poder, Bio-Rad PowerPac® 1000 

 Cámara y cassete de electroforesis, Apollo® 75.710 

 Transluminador Clavel Scientific LTD 

 Cámara fotográfica Kodak digital Science® 

 

 

2.7. MÉTODOS 

2.7.1. Extracción de ADN 
Se llevó a cabo el protocolo propuesto por Sambrook (2001) para realizar la extracción 

de ADN de las muestras de interés (granos de cebada, trigo y maíz).  

Para la disgregación del tejido:  

 Se molió la muestra y se colocaron 125mg en un tubo Eppendorff.  

 Se agregaron 1250μL de Lisis para el rompimiento de la membrana celular, 

agitando en el vortex.  

 Se adicionaron 7μL de proteinasa K. 

 Se incubó el tubo a 50ºC en Thermomixer por 2 horas, pasando las dos horas se 

inactivó la enzima dejando el tubo a 60ºC por 1 hora. 

 

Para la extracción de proteínas y polisacáridos:  

 Se agregaron 250μL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico mezclándolo varias 

veces.  

 Se centrifugó a 10,000 rpm por 10 minutos recuperando la fase acuosa superior 

(donde se encuentra el ADN) trasladando esta fase a 2 tubos Eppendorff nuevos.  
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Para la precipitación del ADN: 

 Se adicionaron 1000μL de etanol frío a cada uno de los tubos mezclándolos 

suavemente. Se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos y se decantó el 

etanol dejándolos secar en la incubadora a 37ºC hasta que se observó el ADN 

pegado a la pared del tubo.   

 Para re suspender el ADN se agregaron 50 μL de agua libre de nucleasas 

mezclando suavemente hasta una completa disolución. Cuando la solución 

presentó partículas insolubles se intentó nuevamente la extracción de proteínas y 

polisacáridos con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y se volvió a lavar con 

etanol (Sambrook J, Russell D, 2001). 

 

2.7.2 Cuantificación de ADN 
La relación 260/280 nm se utilizó como prueba de contaminación de una preparación de 

ADN y ARN con proteínas ya que los aminoácidos aromáticos absorben la luz a 280nm. 

Por ello, para cuantificar el ADN se tomaron las lecturas de la relación 260/280. 

Se cuantificó el ADN extraído de los granos de cebada, trigo y maíz; así como también 

el ADN de referencia de Fusarium verticillioides previamente extraído en trabajos 

anteriores (García B. K., 2014). 

 Se calibró el equipo con 2μL de agua libre de nucleasas colocándolos en el brazo 

del equipo.  

 Se abrió el programa de NANODROP, desde un computador seleccionando 

ácidos nucleicos.  

 Para la cuantificación del ADN, se colocaron 2 μL de la muestra en el equipo y 

se seguió el mismo método registrando la concentración dada en ng/ μL  de 

ADN y la pureza dada por la relación 260/280. 
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2.7.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
La PCR se llevó a cabo en 25μL siguiendo la metodología que reporta García B. K. 

(2014), conteniendo los reactivos en las cantidades que se indican en el Cuadro 2.1. 

 
Cuadro 2.1. Componentes de la PCR 

COMPONENTE VOLUMEN (μL) 

Master Mix 12.5 

Cebador frontal 0.5 

Cebador reverso 0.5 

ADN molde 1.5 

Agua libre de Nucleasas 10 

 

 

Para llevar a cabo la Reacción en Cadena de la Polimerasa se programó el termociclador 

utilizando los cebadores específicos reportados bibliográficamente (anexo) y las 

condiciones reportadas por Bertechini F. C., (2012) para Fusarium verticillioides como 

se observan en el Cuadro 2.2 y Figura 2.2 respectivamente.  

 
Cuadro 2.2. Cebadores específicos para Fusarium verticillioides 

ESPECIE GEN CEBADOR SECUENCIA (5´-3´) TAMAÑO DEL 

AMPLIFICADO 

Fusarium 

verticillioides 

GaoB   

(galactosa 

oxidasa) 

Frontal CACTGGTGGTAACGATG

CG 370 pb 

 Reverso CACCCTGAGTGCCCTTG

GTG 
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Figura 2.2. Etapas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para Fusarium verticillioides 

 

 

2.7.4. Electroforesis 
Es una técnica para separar moléculas o fragmentos de moléculas de ácidos nucleicos 

mediante el movimiento de éstas en un campo eléctrico; en la cual se realizó un análisis 

para los productos de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) mediante 

electroforesis en gel de agarosa. Para preparar un gel al 1% se realizó el siguiente 

procedimiento: 

 Se pesaron 0.5g de agarosa y se agregaron 50 ml de TAE 50x. 

 Se sometió a calor hasta que se logró disolver la agarosa sin que llegó a la 

ebullición. 

 Se enfrió a temperatura ambiente. 

 Se agregaron aproximadamente 0.05 ml (una gota) de bromuro de Etidio. 

 En la charola de la cámara de electroforesis se colocó el peine para la formación 

de pozos y posteriormente se agregó la solución. 

 Se esperó hasta que solidificó y una vez formado el gel, se retiró el peine con 

cuidado. 

 Se colocó la charola en la caja de electroforesis. 

 Se agregó TAE 1X a la cámara de electroforesis, cubriendo por completo el gel. 

 

 

 

 

 

95ºC 94ºC 

55.5ºC 

72ºC 72ºC 

5 min 50 

seg 

1min 

50 

seg 

7 min 

35 

CICLOS 

Etapa de 

desnaturalización 
Etapa de 

alineamiento 

Etapa de 

extensión 



38 
 

En la cámara de electroforesis se colocaron los productos de PCR y un marcador de 

peso molecular, el cual ayudó a identificar el tamaño de los productos de PCR. Para ello 

se realizó lo siguiente: 

 En un parafilm se colocaron 5 μL del producto de PCR, 3 μL de tinte cargador 

azul/naranja 6x y 3 μL de BRET. 

 Con una micropipeta se homogenizó la muestra y se transfirió a uno de los 

pozos del gel de agarosa (las muestras siempre fueron a partir del pozo 2, ya 

que en el primero se colocó el marcador de peso molecular). 

 Se realizó el punto anterior para cada una de las muestras. 

 Se cerró la cámara de electroforesis y se corrió la fuente de poder a 70V 

aproximadamente. 

 Cuando el tinte cargador azul/naranja 6x pasó más de la mitad del gel se apagó 

la fuente de poder y se retiró el gel con unas espátulas para no romperlo. 

 

Se colocó el gel en el transluminador de luz UV Clavel Scientific LTD para el análisis 

del gel de agarosa, obteniendo una fotografía de éste con la cámara fotográfica Kodak 

digital Science®. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. CUANTIFICACIÓN DE ADN DE Fusarium verticillioides 

El ADN de referencia de Fusarium verticillioides se cuantificó para verificar que se 

encontrara en cantidad y calidad adecuada para su posterior utilización en la PCR 

mediante espectrofotometría en el NANODROP-1000, los resultados obtenidos se 

muestran a continuación en el Cuadro 3.1. 

Cuadro 3.1. Concentración de ADN de Fusarium verticillioides. 

Muestra 260/280 ng/mL 

Fusarium verticillioides 1.89 390.6 

 

En el Cuadro 3.1. se observa un valor de 1.89 en la relación 260/280, lo cual nos indicó 

que el ADN estaba ligeramente contaminado con restos de ARN, ya que en ésta relación 

cuando el valor está por arriba de 1.8 quiere decir que la reacción se encuentra 

contaminada con ARN y cuando el valor está por debajo de 1.8 está contaminada con 

proteína; sin embargo, este valor aún se considera apto para que el ADN sea utilizado 

para estudios posteriores al no estar tan lejano del valor óptimo; por otro lado, la 

concentración del ADN  de Fusarium verticillioides fue de 390.6 ng/mL, siendo un 

valor apto para ser utilizado posteriormente para la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) ya que la cantidad mínima que se necesita es 60 ng/mL. 

 

3.2. ESPECIFICIDAD DE CEBADORES 

3.2.1. Especificidad de cebadores con otras especies. 

La especificidad de los cebadores fue evaluada utilizando las secuencias reportadas por 

Bertechini F. C., (2012), para Fusarium verticillioides utilizando especies 

filogenéticamente cercanas (Fusarium graminearum) y lejanas (papa, carne de caballo, 

pollo, chile, papaya y tomate). Una vez obtenidos los cebadores, se realizó la Reacción 

en Cadena de la Polimerasa (PCR) para comprobar que no amplificara para ninguna otra 

especie de origen vegetal y animal y ni para algún otro hongo del género Fusarium 
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como se muestra en la Figura 3.1. Para comprobar el tamaño de amplificado, se colocó 

en el gel de agarosa un marcador de peso molecular de 100pb. Debido a la sensibilidad 

que muestra la Reacción en Cadena de la Polimerasa es importante tener controles 

internos en la reacción para evitar “falsos positivos”, para ello se adicionó un tubo que 

no contiene ADN, este tubo es denominado “blanco”, el cual no amplificó en ninguno 

de los casos con lo que se comprobó que la reacción no fue contaminada y se realizó 

correctamente. 

 

 

Figura 3.1. Especificidad de cebadores de Fusarium verticillioides con especies filogenéticamente 

cercanas y lejanas. Gel de agarosa al 1%, corrido a 60V. 1)Marcador de peso molecular de 100pb; 

2)Blanco; 3)Fusarium verticillioides (cepa de referencia); 4)Papa; 5)Caballo; 6)Pollo; 7)Chile verde; 

8)Papaya; 9)Tomate; 10)Fusarium graminearum.   
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Figura 3.2. Especificidad de cebadores para Fusarium verticillioides reportado por Bertechini F. C, et al., 

2012. 

 

Realizando un análisis de la Figura 3.1., se comprobó que los cebadores fueron 

específicos para Fusarium verticillioides, ya que con un amplificado de 370 pares de 

bases (pb) como lo reporta (Bertechini F. C, et al., 2012), solamente aparece la banda 

donde se esperaba amplificara, en el pozo 3, que es donde se encuentra el ADN de 

referencia de Fusarium verticillioides (control positivo) y no en ninguna otra especie 

vegetal ni animal. Por otra parte, tampoco hubo un amplificado para Fusarium 

graminearum, lo cual quiere decir que los cebadores si fueron específicos para 

Fusarium verticillioides dentro de su género Fusarium. 

 

 

3.3. EXTRACCIÓN DE ADN 
Se obtuvieron 30 muestras de granos (10 muestras de cada cereal), de diferentes lugares 

de origen elegidas al azar como se describe en el Cuadro 3.2. 

 

 

 

 

370 pb 
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Cuadro 3.2 Obtención de muestras 

No. De 
muestra 

Cebada Trigo Maíz 

1 Mercado La Merced 
(México D.F) 

Mercado La Merced (México 
D.F) 

San Martín (Hidalgo) 

2 Tianguis (Ecatepec 
Edo. Morelos) 

Mercado Coacalco (Edo. De 
México) 

Ahualulco (Jalisco) 

3 Central de Abastos 
(México D.F) 

Tianguis (Ecatepec Edo. 
Morelos) 

Poblado de 
Huitzatarito (Gto) 

4 Tianguis (Coyoacán) Michoacán, Morelia Chiapas 

5 Mercado Coacalco 
(Edo. De México) 

Puebla, Puebla Jaral del Progreso 
(Guanajuato) 

6 Puebla, Puebla Michoacán, Morelia Campeche 

7 Campo 4 (Cuautitlán 
Edo. De México) 

Mercado Martínez de la Torre 
(D.F) 

Pachuca 

8 Michoacán, Morelia Tianguis temporal semillas 
Col. Roma (D.F) 

Guadalajara 

9 Toluca, Edo. De 
México 

Tienda “El molino” (Edo. De 
México) 

Hidalgo 

10 Cuernavaca, Morelos  Tienda “Ángel” (Edo. De 
México) 

Guanajuato 

 

De acuerdo a la metodología establecida, se extrajo el ADN de todas las muestras de 

cebada, trigo y maíz, a las cuales se leyó su concentración de ADN en el 

espectrofotómetro, mostrándose los resultados en los Cuadros 3.3., 3.4. y 3.5. 

respectivamente. 

Los valores dados en ng/μL determinan la concentración de ADN de las muestras, así 

mismo se muestra la relación 260/280, la cual nos permite conocer la pureza del ADN 

extraído, siendo un valor de 1.8 el que denota que el ADN es puro, valores por arriba de 

1.8 indican que el ADN está contaminado con ARN; valores por debajo de 1.8 indican 

contaminación con proteínas.  
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En el Cuadro 3.3. se presentan los valores obtenidos del ADN extraído de los granos de 

cebada, observándose que no todas las muestras contienen la misma concentración de 

ADN (ng/μL), ya que mostraron diferencia entre ellas; en promedio se puede decir que 

son concentraciones con alto contenido de ADN, las cuales se diluyeron para tener una 

concentración de 60 ng/μL y así poder tener más cantidad de ADN para más pruebas. 

De las diez muestras solo tres se encontraron contaminadas con proteínas al presentar 

valores abajo de 1.8 (muestras 2, 4 y 7), mientras que el resto estuvieron contaminadas 

con ARN; siendo las muestras número 9 y 10 las que presentaron un ADN más puro 

mostrando valores de 1.81 y de 1.83 en la relación 260/280. 

Las extracciones de ADN de los granos de cebada se leyeron en un gel de agarosa al 1% 

(Figura 3.3.), donde se observa que las muestras 9 y 10 presentaron un ADN más puro 

coincidiendo con la relación 260/280 que presenta el Cuadro 3.3. En las muestras 2 y 8 

también se observa un ADN limpio, mostrándose unas bandas más tenues, mientras que 

el resto de las muestras se observan contaminadas con ARN y proteínas (Figura 3.3). 

Aún contaminadas, el valor de la relación 260/280 y la concentración en ng/ul fueron 

aceptables para realizar posteriormente la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), 

ya que los valores de la relación 260/280 no se encuentran tan lejanos del valor óptimo 

(1.8) y la concentración de todas las muestras es mayor de 60 ng/ul que es el valor 

mínimo para su utilización posterior. 
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Cuadro 3.3. Concentración de ADN para los granos de cebada 

MUESTRA 260/280 ng/μL 

Cebada 1 1.85 1912.0 

Cebada 2 1.78 442.6 

Cebada 3 1.86 957.4 

Cebada 4 1.66 1272.6 

Cebada 5 1.93 736.2 

Cebada 6 1.93 738.2 

Cebada 7 1.70 1192.4 

Cebada 8 1.90 764.4 

Cebada 9 1.81 838.8 

Cebada 10 1.83 482.7 

 

 

Figura 3.3. Extracción de ADN de granos de cebada. Gel de agarosa al 1%, corrido a 60V. 1)Muestra 1; 

2)Muestra 2; 3)Muestra 3; 4)Muestra 4; 5)Muestra 5; 6)Muestra 6; 7)Muestra 7; 8)Muestra 8; 9)Muestra 

9; 10)Muestra 10.   

Las concentraciones de ADN de los granos de trigo que se muestran en el Cuadro 3.4 

dadas en ng/μL, en comparación con las concentraciones de cebada, tienen mayor 

cantidad de ADN, aunque esto no quiere decir que el ADN contenido en las muestras es 
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más puro. En el Cuadro 3.4. se observa que la muestra 9 fue la de menor concentración 

de ADN en comparación con las demás, sin embrago la cantidad contenida es apta para 

su uso posterior; por otra parte, se puede observar que ninguna muestra de trigo fue 

contaminada con proteínas ya que todas las muestras tienen en la relación 260/280 un 

valor arriba de 1.8, lo cual indica que están contaminadas con ARN, la muestra 7 la que 

presentó un ADN más puro al presentar un valor de 1.81, mientras que las muestras 2, 3 

y 4, fueron las más contaminadas con ARN ya que presentaron un valor de 2.09, 2.06 y 

2.04 respectivamente, en las cuales probablemente sea mayor cantidad de ARN que de 

ADN, lo cual pudo afectar en la PCR al no tener probablemente la cantidad requerida de 

ADN.  

En la Figura 3.4. se muestran los ADN extraídos de los granos de trigo; en general, en 

todas las muestras se observa claramente el ADN presente en los granos de trigo. La 

muestra 1 fue la que presentó una banda más clara debido a que fue la muestra con 

mayor cantidad de ADN con una concentración de 3899.5 ng/μl y con un ADN más 

puro que la mayoría de las muestras teniendo un valor más cercano al óptimo en la 

relación 260/280. Sin embargo, por otra parte, en la muestra 2 se observa una banda 

muy tenue en comparación con el resto de las muestras. Comparando con el Cuadro 3.4, 

se puede ver que la muestra 2 es la que presentó una relación 260/280 más elevada, por 

lo que se comprueba que sí es la muestra más contaminada con ARN y por lo tanto, la 

que presentó un ADN menos puro. Por lo tanto se puede mencionar que el ADN 

extraído de los granos de trigo están en condiciones adecuadas para ser sometidos a la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
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Cuadro 3.4. Concentración de ADN para los granos de Trigo 

MUESTRA 260/280 ng/μL 

Trigo 1 1.88 3899.5 

Trigo 2 2.09 1474.3 

Trigo 3 2.06 3891.6 

Trigo 4 2.04 2106.4 

Trigo 5 1.90 919.6 

Trigo 6 1.86 2007.1 

Trigo 7 1.81 1039.3 

Trigo 8 1.96 1018.5 

Trigo 9 1.96 586.7 

Trigo 10 1.97 1073.5 

 

 

Figura 3.4. Extracción de ADN de granos de trigo. Gel de agarosa al 1%, corrido a 60V. 1)Muestra 1; 

2)Muestra 2; 3)Muestra 3; 4)Muestra 4; 5)Muestra 5; 6)Muestra 6; 7)Muestra 7; 8)Muestra 8; 9)Muestra 

9; 10)Muestra 10. 
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En las concentraciones de ADN que se muestran en el Cuadro 3.5. correspondientes a 

los granos de maíz,  muestran una gran diferencia entre ellas en un rango de 300 a 1300 

ng/μL, al igual que en la pureza del ADN que lo muestra la relación 260/280 existe 

diferencia entre los valores, siendo la mayoría de las muestras contaminadas con 

proteínas al tener un valor por debajo de 1.8 y siendo la muestra 10 la única que 

presentó un valor de 1.84, por lo que se encontró contaminada con ARN. Al ser las 

muestras 1, 7 y 10 las más cercanas al valor de 1.8, se puede creer que fueron las 

muestras con ADN extraído más puro que el resto, sin embargo dos de éstas muestras (7 

y 10) son las que presentaron un valor más bajo que el resto en la concentración de 

ADN.   

En un gel de agarosa al 1% se cargó el ADN extraído de cada una de las 10 muestras de 

los granos de maíz como se muestra en la Figura 3.5., donde se observa que en las 

muestras 1 y 2 no se encontró gran cantidad de ADN al presentarse unas bandas muy 

tenues en comparación con las demás, sin embargo, el cuadro 3.5. muestra lo contrario 

en la muestra 1, por lo que probablemente debido a que la muestra se encontró 

contaminada con proteínas, la mayor cantidad de ADN eran proteínas y no ADN puro.  

Por otro lado, la muestra 6 también presentó una banda muy tenue en el gel de agarosa, 

debido a que como se muestra en el Cuadro 3.5. fue una de las muestras que a pesar de 

presentar mayor concentración de ADN, es una de las muestras con mayor 

contaminación de proteínas al mostrar un valor de 1.65 en la relación 260/280., sin 

embargo en el resto de las muestras se observa más ADN y más limpio en comparación 

con el ADN de los granos de cebada y trigo; por lo que la extracción resultó excelente 

para continuar con la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
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Cuadro 3.5. Concentración de ADN para los granos de maíz. 

MUESTRA 260/280 ng/μL 

Maíz 1 1.78 1150.9 

Maíz 2 1.66 907.6 

Maíz 3 1.63 751.7 

Maíz 4 1.74 1485.1 

Maíz 5 1.67 979.5 

Maíz 6 1.65 1260.1 

Maíz 7 1.76 397.2 

Maíz 8 1.70 948.6 

Maíz 9 1.61 905.7 

Maíz 10 1.84 484.2 

 

 

Figura 3.5. Extracción de ADN de granos de maíz. Gel de agarosa al 1%, corrido a 60V. 1)Muestra 1; 

2)Muestra 2; 3)Muestra 3; 4)Muestra 4; 5)Muestra 5; 6)Muestra 6; 7)Muestra 7; 8)Muestra 8; 9)Muestra 

9; 10)Muestra 10. 
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3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
La aplicación de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) tuvo como objetivo 

identificar la presencia de Fusarium verticillioides en granos de cebada, trigo y maíz, 

mediante el ADN previamente extraído de estos granos, evaluándolos mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, debido al tamaño del amplificado (370 pb). 

 

3.4.1. Evaluación de Fusarium verticillioides en cebada 
Se evaluaron las diez muestras de cebada mediante PCR, colocando un marcador de 

peso molecular de 100 pb para comprobar que el tamaño del amplificado (370 pb) se 

encuentre entre las bandas de 300 y 400 pb; también se colocó un blanco para 

corroborar que la reacción no haya estado contaminada con algún otro componente. 

En la Figura 3.6., podemos observar que la reacción no fue contaminada ya que no se 

tuvo un amplificado en el blanco, mientras que para el control positivo si se muestra un 

amplificado como se esperaba al encontrarse ahí el ADN de referencia. Sin embargo, en 

la mayoría de los pozos se pueden observar unas bandas tenues a la altura de los 100 pb, 

esto probablemente nos indica que son restos de cebadores únicamente. Por otro lado, 

en ninguno de los pozos donde se colocaron las muestras de cebada tampoco se muestra 

ningún amplificado; por lo que el resultado fue que ninguna de las muestras analizadas 

estuvo contaminada por Fusarium verticillioides. Los resultados obtenidos se pueden 

deber a que las muestras analizadas fueron muy pocas para el porcentaje que se ha 

hallado en otros artículos, como es el trabajo realizado por Chavarri M, (2009) en el 

cual coinciden éstos resultados; donde identifican hongos en granos de cebada, al 

identificar a Fusarium verticillioides pero en un porcentaje despreciable englobándolo 

en mohos totales, ya que se detectaron hongos de mayor importancia como se muestra 

en la Figura 3.7.   
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Figura 3.6. PCR para granos de cebada. Gel de agarosa al 1.5%, corrido a 60V. 1 y 9) Marcador de peso 

molecular de 100 pb (100-1500 pb); 2 y 10) Blanco; 3 y 11) Fusarium verticillioides (cepa de referencia); 

4)  Muestra 1; 5) Muestra 2; 6) Muestra 3; 7) Muestra 4; 8) Muestra 5; 12) Muestra 6; 13) Muestra 17; 

14) Muestra 8; 15) Muestra 9; 16) Muestra 10. 

 

Figura 3.7. Incidencia de mohos en granos de cebada sin desinfectar y desinfectados. Chavarri M, (2009). 
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3.4.2. Evaluación de Fusarium verticillioides en trigo 
 

Se aplicó la PCR a las diez muestras de trigo y se evaluaron mediante electroforesis, 

colocando en un gel de agarosa al 1.5% un marcador de peso molecular que nos permite 

identificar el tamaño de amplificado y un blanco que al tener un amplificado en él, nos 

indicará que la reacción está contaminada con algún otro componente. 

La Figura 3.8. muestra la ausencia de Fusarium verticillioides en todos los granos de 

trigo al igual que en los granos de cebada al no tener ningún amplificado en los pozos 

donde se colocaron las diez muestras de trigo; observando la Figura 3.9, se puede decir 

que en el caso del trigo se puede deber a que el hongo que predomina en los granos de 

trigo es Fusarium graminearum, justificando de esta manera la ausencia de Fusarium 

verticillioides junto con la poca probabilidad de encontrar algún amplificado por la 

cantidad baja de muestras analizadas. En el pozo 2 en donde se colocó el blanco, se 

observa que tampoco hubo un amplificado el cual descarta cualquier error en la 

reacción, siendo entonces los pozos 3 y 11 los únicos amplificados, donde se encuentran 

los ADN de Fusarium verticillioides (control positivo/cepa de referencia).  

Aunque Fusarium graminearum sea el hongo mayormente encontrado en el trigo, los 

resultados esperados eran encontrar al menos una muestra de trigo infectada por 

Fusarium verticillioides; sin embargo Sandoval M. E, (2012) nos comprueba que este 

hongo también es frecuentemente hallado en estos granos y no siendo un porcentaje 

despreciable, así como también nos comprueba que existen otros hongos dentro del 

género de Fusarium que se encuentran presentes en los granos de trigo como lo reporta 

en su trabajo realizado en la identificación de diversos hongos en el trigo como se 

muestra en la Figura 3.9. 
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Figura 3.8. PCR para granos de trigo. Gel de agarosa al 1.5%, corrido a 60V. 1 y 9) Marcador de peso 

molecular de 100 pb; 2 y 10) Blanco; 3 y 11) Fusarium verticillioides (cepa de referencia); 4)  Muestra 1; 

5) Muestra 2; 6) Muestra 3; 7) Muestra 4; 8) Muestra 5; 12) Muestra 6; 13) Muestra 17; 14) Muestra 8; 

15) Muestra 9; 16) Muestra 10. 
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Figura 3.9. Frecuencia de hongos identificados en granos de trigo producidos en 2 ciclos (2009 y 2010). 

Sandoval M. E, (2012). 

 

 

3.4.3. Evaluación de Fusarium verticillioides en maíz 

Las diez muestras de maíz sometidas a PCR, se evaluaron mediante electroforesis en un 

gel de agarosa al 1.5% y espectrofotometría que permitió observar los resultados de la 

PCR aplicada.  

En la Figura 3.10. se observa que el blanco ubicado en los pozos 2 y 10 no amplificó, lo 

cual indica que la reacción se llevó a cabo correctamente al no estar contaminada con 

ningún reactivo. Por otra parte los pozos 3 y 11 donde se colocaron las cepas de 

referencia o bien los ADN del hongo Fusarium verticillioides, se observa el amplificado 

como se esperaba. En las muestras 6 y 9 ubicadas en los pozos 12 y 15 se puede 

observar claramente que amplificaron, por lo que éstas dos muestras fueron atacadas por 

el hongo de esta especie mostrándose las bandas; sin embargo en la muestra 8 ubicada 

en el pozo 14 se observa una banda muy tenue, casi no se aprecia pero se puede decir 
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que también está infectada por el hongo pero siendo menor la infección en comparación 

con las otras dos muestras. 

Cabe mencionar, que el amplificado de los pozos 12, 14, 15 y del control positivo 

ubicado en los pozos 3 y 11, si coincide con el número de pares de bases esperados (370 

pb). Por lo que, de las diez muestras de maíz sometidas a la PCR, sólo en tres de ellas se 

encontró presente el hongo Fusarium verticillioides. En comparación con los granos de 

cebada y trigo, los granos de maíz si se encontraron infectados por este hongo al tener al 

menos amplificado en tres muestras; al igual que el trabajo realizado por Gallardo R. E, 

(2006), se demuestra que éste hongo se encuentra con mayor frecuencia en los granos 

de maíz (Figura 3.11), al ser el hongo que produce la pudrición de mazorca, tallo y raíz. 

 

 

Figura 3.10. PCR para granos de maíz. Gel de agarosa al 1.5%, corrido a 60V. 1 y 9) Marcador de peso 

molecular de 100 pb; 2 y 10) Blanco; 3 y 11) Fusarium verticillioides (cepa de referencia); 4)  Muestra 1; 

5) Muestra 2; 6) Muestra 3; 7) Muestra 4; 8) Muestra 5; 12) Muestra 6; 13) Muestra 17; 14) Muestra 8; 

15) Muestra 9; 16) Muestra 10. 
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Figura 3.11. Especies de Fusarium identificadas en granos de maíz. Gallardo R. E, (2006). 
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CONCLUSIONES 

 

 El apoyo de artículos científicos permitieron conocer los protocolos a seguir y 

las condiciones establecidas durante la experimentación, así como también los 

cebadores que se utilizaron.  

 

 El ADN de referencia de Fusarium verticillioides obtenido de trabajos 

anteriores, aceleró el proceso de identificación ya que se evitó la extracción de 

ADN a la cepa de referencia. 

 
 El método establecido de fenol-cloroformo permitió de forma rápida y eficaz la 

extracción de ADN de los granos para su posterior uso en la PCR en gran 

cantidad y concentración de ADN. 

 

 Los cebadores específicos permitieron la fácil y rápida detección de Fusarium 

verticillioides entre varias especies de origen vegetal y animal, así como también 

entre su mismo género Fusarium. 

 

 

 La PCR con las condiciones previamente establecidas, permitió de forma rápida 

y precisa la identificación de Fusarium verticillioides presente únicamente en 

los granos de maíz. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Identificar mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) la presencia  

de otras especies de Fusarium utilizando los cebadores específicos para cada 

especie, en los granos analizados en este trabajo.  

  

 Dados los resultados obtenidos en los granos de maíz, establecer una 

metodología para la identificación de Fusarium verticillioides a productos 

derivados de granos de maíz.  

 

 Basándose en la metodología empleada en este trabajo, establecer condiciones 

adecuadas y cebadores específicos para la detección de otros hongos de campo 

como Alternaria, Cladosporium, y Hemilthosporium, también encontrados en 

los granos de cebada, trigo y maíz. 
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ANEXOS 

Para la comprobación de los cebadores seleccionados de artículos científicos, se ingresó 
a la página www.mitomap.org  

 

Seleccionamos en la opción “complete mitocondrial genome secuences” en la parte 
inferior de la página principal. 

 

 

 

 

Seleccionamos el link “NC_012920” que es el número Gen Bank 

http://www.mitomap.org/
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Se escribe el nombre de la especie de interés “Fusarium verticillioides gaoB” 

 

Se selecciona una de las opciones  

 

Una vez seleccionado la especie de interés, aparecera la secuencia completa, por lo que 
seleccionaremos la opción “find in this sequence” para encontrar el cebador reportado. 
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Aparecerá un recuadro en la parte inferior de la ventana, en donde se escribirá el 
cebador frontal para encontrarlo en la secuencia. 
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