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RESUMEN: En fitopatología, la validación 
de métodos de diagnóstico es limitada 
y poco actualizada. Es por ello, que el 
objetivo del presente trabajo fue validar 
una técnica de PCR para la detección 
precoz de Cercospora en plantas de soja. 
La técnica consiste en la amplificación de 
un fragmento de 264 pb del gen cfp que 
codifica para la proteína CFP. Para ello, 
se procesaron 45 muestras positivas y 44 
muestras negativas. Con los resultados 
obtenidos se determinaron los parámetros 
de validación teniendo en cuenta una 
confianza deseada de 95% y un error 
permitido del 5%. La técnica presentó 
una sensibilidad diagnóstica de 93,3% y 
una especificidad diagnóstica de 88,5%. 
La eficacia fue de 91,0% y los valores 
predictivos positivos y negativos de 89,4% 
y 92,9%, respectivamente. 
Esta técnica validada resulta una 

herramienta útil para la detección precoz 
del hongo en la planta de forma rápida, 
sensible y específica.

Palabras claves: Método de detección, 
PCR, Cercospora, Validación

SUMMARY: Validation of early detection 
method of Cercospora in soybean plants 
based on the PCR technique. 
In plant pathology, validation of diagnostic 
methods is limited and not up to date. Thus, 
the aim of this study was to validate a PCR 
technique for early detection of Cercospora 
in soybean plants. The technique involves 
the amplification of a 264 bp fragment cfp 
gene encoding the protein CFP. Forty five 
positive and forty four negative samples 
were processed. With the results obtained, 
validation parameters of the technique 
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were determined taking into account a 95% 
confidence desired and permissible error 
of 5%. The technique provided a diagnostic 
sensitivity of 93.3 % and a diagnostic 
specificity of 88.5 %. The efficiency was 
91.0 % and positive and negative predictive 

values ​​of 89.4 % and 92.9 %, respectively.
This validated technique is a useful tool for 
early detection of the fungus in the ground 
quickly, sensitive and specific.

Keywords: detection method, PCR, 
Cercospora, Validation

Introducción
La soja (Glycine max L. Merr.) es una 

leguminosa conocida desde épocas mile-
narias por sus beneficios nutritivos y atri-
butos medicinales (1). Actualmente es el 
principal producto de la agricultura nacio-
nal, posicionando al país, a nivel mundial, 
como el tercer proveedor de la oleaginosa, 
segundo productor de biodisel en base a 
aceite de soja y primer productor de aceite 
y harinas (2). 

Las enfermedades de fin de ciclo (EFC) 
constituyen uno de los principales facto-
res limitantes de su cultivo ya que pro-
vocan madurez anticipada de la planta y 
reducción del rendimiento y/o calidad de 
las semillas, generando severos deterio-
ros en las cosechas y pérdidas en la pro-
ducción. En la actualidad la EFC de mayor 
prevalencia e incidencia en las principales 
áreas sojeras del país es el Tizón de la hoja 
y mancha púrpura de la semilla ocasionada 
por el hongo Cercospora kikuchii (3), cuya 
patogenicidad se asocia a la producción de 
la exotoxina cercosporina, responsable de 
muchos de los síntomas de la enfermedad 
(4-5). Su producción y exportación hacia el 
exterior del hongo están reguladas por la 
expresión del gen cfp (cercosporin facilita-
tor protein) que codifica la proteína denomi-
nada CFP(6-9).

Debido a que este patógeno se encuen-
tra presente en estadios tempranos del cul-
tivo en forma latente y asintomática, resulta 
indispensable contar con métodos de diag-
nóstico precoces y certeros. La detección 
temprana del patógeno en plantas asinto-
máticas contribuiría a evitar una disminución 
en el rendimiento del cultivo, el uso desme-
dido o incorrecto de compuestos químicos, 
un aumento en los costos de producción y 
la diseminación a sembradíos sanos (10).

El diagnóstico molecular se impone 
como una nueva herramienta para la detec-
ción directa de patógenos mediante la iden-
tificación de una característica única del 
microorganismo como su material genético 
o una proteína, a través de técnicas sero-
lógicas (ELISA), de hibridación de ácidos 
nucleicos y de amplificación de ADN (PCR) 
(11). Entre ellas, la PCR es una de las téc-
nicas moleculares  de mayor eficiencia en 
el diagnóstico de enfermedades vegetales 
(10), debido no solo a su alta sensibilidad 
y especificidad sino también a su simplici-
dad, rapidez, reproducibilidad, fácil auto-
matización y seguridad (12). 

Esto constituye una ventaja con respecto 
a los métodos tradicionales (aislamiento, 
cultivo del hongo, observación de caracte-
rísticas macro y microscópicas) que requie-
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ren de personal especializado y prolonga-
dos períodos de tiempo (semanas) para 
su desarrollo (13); además, presentan limi-
taciones en caso de plantas asintomáticas 
o con poca carga microbiana, resultando 
poco útiles a la hora de establecer un diag-
nóstico en etapas tempranas de infección y 
retardando, por lo tanto, la toma de decisio-
nes ante un resultado positivo. 

Teniendo presente estos aspectos, Lato-
rre Rapela (13) desarrolló y optimizó un 
método de detección precoz para el género 
Cercospora basado en la técnica de PCR, 
que consiste en amplificar un fragmento del 
gen cfp de 264 pb. 

Ahora bien, para una correcta aplicación 
de una técnica de diagnóstico/detección 
debe efectuarse su validación diagnóstica, 
para lo cual es necesario aplicar dicha meto-
dología a un número considerable de mues-
tras de plantas de soja enfermas y sanas, 
según el intervalo de confianza deseado 
y el error estimado, con el fin de garantizar 
los resultados obtenidos. Entre los principa-
les indicadores estadísticos se debe deter-
minar la sensibilidad y especificidad, efica-
cia y valores predictivos positivos y negativos 
para el método en cuestión (14).

El objetivo del presente trabajo fue validar 
un método de detección precoz del hongo 
Cercospora en plantas de soja, basado en 
la técnica de PCR desarrollada previamente 
en el laboratorio.

Materiales y métodos
Se trabajó con 45 muestras positivas 

[hojas de plantas infectadas experimen-
talmente con Cercospora kikuchii NBRC 
6711, perteneciente a la colección japonesa 
NITE Biological Resource Center (NBRC)] 
y 44 muestras negativas (hojas de plantas 
sanas), acorde a lo establecido para una 

Sensibilidad diagnóstica (DSe) y Especifi-
cidad diagnóstica (DSp) estimada del 97% 
con una confianza deseada del 95% y un 
error permitido del 5% (15).

Las muestras se obtuvieron a partir de 
plantas de soja cultivadas e inoculadas bajo 
condiciones de crecimiento controladas 
en incubadora modelo I-501PF (INGELAB, 
Argentina) en el laboratorio de la Cátedra de 
Microbiología de la Facultad de Bioquímica 
y Cs. Biológicas de la UNL.

El cultivo de las plantas se llevó a cabo 
utilizando semillas RAS16 grupo de madu-
rez 5 que no presentaban a simple vista 
daño mecánico por almacenamiento o 
enfermedad. Previo a la siembra se rea-
lizó el pre-germinado de las semillas, para 
lo cual se colocaron en bandejas plásticas 
previamente desinfectadas con hipoclorito 
de sodio al 0,5%, conteniendo papel de fil-
tro embebido en agua sobre una capa de 
algodón para mantener las condiciones 
de humedad apropiadas. A continuación, 
se incubaron bajo condiciones de oscuri-
dad continua a una temperatura de 25 ± 
1ºC durante 96  h, en incubadora modelo 
I-501PF (INGELAB, Argentina). Luego, las 
semillas pre‑germinadas se dispusieron en 
macetas plásticas de 300 ml, conteniendo 
tierra‑arena‑vermiculita en proporción 2:1:1, 
a 1,5 cm de la superficie. Las plantas conti-
nuaron su desarrollo en la incubadora, bajo 
condiciones alternadas de luz (16 h luz/ 8 h 
oscuridad) a una temperatura de 25 ± 1ºC. 
Durante su crecimiento fueron fertilizadas 
con solución de Hoagland (16) o solución 
nutritiva de Jensen (17).

Una vez que las plantas alcanzaron el 
estado fenológico V3 se inocularon con una 
suspensión del hongo C. kikuchii NBRC 
6711.
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Para la preparación del inóculo, el hongo 
se sembró en 5 tubos conteniendo APD 
(agar papa dextrosa) y se incubó durante 4 
días a 25 ± 0,2ºC, bajo ciclos alternados de 
luz (16 h de luz y 8 h de oscuridad). Trans-
currido dicho tiempo, se agregaron 5 ml 
de agua destilada estéril a cada tubo y se 
procedió a desprender las estructuras fún-
gicas, mediante un raspado suave, con el 
ansa, de la superficie del cultivo. La suspen-
sión se cuantificó mediante un recuento en 
placa en superficie y la concentración del 
inóculo se ajustó en 104 UFC/ml.

Para la inoculación se seleccionaron las 
hojas trifoliadas correspondientes al primer 
y segundo par de hojas completamente 
desplegadas. Se asperjaron con un volu-
men de 2,5 ml del inóculo por planta, hume-
deciendo ambas caras de las hojas. Luego, 
se cubrieron por 24 h con bolsas plásticas 
transparentes y perforadas, previamente 
humedecidas en su interior, para proveer 
las condiciones de humedad y mojado 
foliar adecuadas para estimular el proceso 
de infección (18).

Una vez inoculadas, las plantas se colo-
caron nuevamente en la incubadora man-
teniendo las condiciones de temperatura y 
ciclos de luz/oscuridad empleados para su 
crecimiento.

Transcurridas 24 h, se recolectaron las 
hojas trifoliadas y se lavaron 3 veces con 
agua estéril para eliminar restos de inóculo 
adheridos a la superficie foliar. Se obser-
varon a simple vista en busca de lesiones 
macroscópicas y con lupa estereoscópica 
(BOECO Germany, BTB 3-C) en busca de 
lesiones no visibles a simple vista. Se cor-
taron con un bisturí las zonas de tejido 
lesionado y posteriormente los trozos de 
tejido se pulverizaron con nitrógeno líquido 
empleando un mortero. El tiempo de mues-

treo de 24 h se seleccionó según el modelo 
experimental de infección de plantas de 
soja por especies de Cercospora descrito 
por Latorre Rapela y col. (19).

La extracción del ADN total fue realizada 
a partir de micelio fúngico y tejido vege-
tal según el protocolo de Lee y Taylor (20), 
modificado por Di Conza y col. (21). La cali-
dad del ADN se evaluó mediante electrofore-
sis sumergida en gel de agarosa (22) al 0,8% 
en buffer TBE 0,5X y con GelRedTMNucleicA-
cid (Biotium) como colorante de ADN. Las 
muestras sembradas se corrieron durante 
1 h a un voltaje constante de 100 V. Para la 
visualización del gel, se empleó el equipo 
Gel Doc XR System (BIORAD-LifeScienceCat 
# 170-8170) y el software QuantityOne. 

Para el desarrollo de la técnica de PCR, 
se utilizó una mezcla de reacción, con un 
volumen final de 25 µl, conteniendo 2,5 µl 
de buffer de reacción 10X (InbioHighway, 
Argentina), 1,25 µl de MgCl2 25 mM (Inbio-
Highway, Argentina), 2 µl de mezcla de 
dNTPs 10  mM (InbioHighway, Argentina), 
2,5 µl del oligonucleótido CFP1 10 µM (Gen-
biotech SRL, Argentina), 2,5 µl del oligo-
nucleótido CFP2 10  µM (Genbiotech SRL, 
Argentina), 0,25 µl de Taqpolimerasa 500 U 
(InbioHighway, Argentina), 13 µl de agua 
milliq y finalmente 1 µl de ADN dil 1/10.

Como control positivo se utilizó el ADN 
de C. kikuchii NBRC 6711 y como control 
negativo agua milliq. 

La amplificación se llevó a cabo en un 
termociclador IVEMA T18 (Argentina), bajo 
las siguientes condiciones: 1 ciclo de des-
naturalización de 3 min a 95ºC; seguido 
de 35 ciclos comprendiendo 1 min a 95°C, 
1 min a 58°C y 1 min a 72°C. La extensión 
final fue de 5 min a 72°C.

La evaluación de los productos de PCR 
se realizó mediante electroforesis sumer-
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gida horizontal en gel de agarosa al 1,5% 
en buffer TBE 0,5X (22), empleando como 
colorante de ADN GelRedTMNucleicAcid. Las 
muestras sembradas se corrieron durante 1h 
a un voltaje constante de 100 V. Se empleó 
el marcador de peso molecular 100-1000pb 
(InbioHighway, Argentina). Para la visuali-

zación del patrón de bandas obtenido se 
empleó el equipo Gel Doc XR System (BIO-
RAD-LifeScienceCat # 170-8170) y el soft-
ware QuantityOne.

Para el análisis estadístico de los resulta-
dos se utilizó la tabla de contingencia (Tabla 
1) (23).

Se consideró positivo todo resultado en 
el que se observó un producto de PCR cuyo 
peso molecular se correspondía con el frag-
mento del gen cfp esperado, y negativo 
a todo resultado en el que no se observó 
amplificación para el mismo (24).

Los parámetros de validación evaluados 
se listan a continuación:

a) Sensibilidad diagnóstica (DSe)=VP/
(VP+FN)
b) Especificidad diagnóstica (DSp)=VN/
(VN+FP) 
c) Eficacia (E)=VP+VN/(VP+VN+FP+FN)
d) Valor predictivo positivo (VPP)=VP/
(VP+FP)
e) Valor predictivo negativo (VPN)=VN/
(VN+FN)
Donde VP corresponde a los verdaderos 

positivos, VN a los verdaderos negativos, 
FP a los falsos positivos y FN a los falsos 
negativos.

Se calcularon los intervalos de confianza 
para la DSe y DSp empleando las ecuacio-
nes 1 y 2 y considerando una confianza del 
95%:	

Ecuación 1:

Ecuación 2:

Resultados y discusión
Como se mencionó con anterioridad, 

Cercospora kikuchii es un fitopatógeno 
que se encuentra en los cultivos de soja 
en forma asintomática desde etapas tem-
pranas, apareciendo las lesiones carac-
terísticas en estadios avanzados del cul-
tivo. Por lo tanto, un diagnóstico oportuno 

Peretti Canale, M.V. y col. • Validación de un método de detección precoz de Cercospora... 

Tabla 1. Contingencia de las variables enfermedad y técnica de detección/diagnóstico.

VP: verdaderos positivos identificados por la técnica; FP: falsos positivos identificados por la técnica; FN: 

falsos negativos identificados por la técnica; VN: verdaderos negativos identificados por la técnica; VP+FN: 

enfermos; VP+FP: total de resultados positivos; FP+VN: sanos; FN+VN: total de resultados negativos; N: 

tamaño de la muestra.

                                           Enfermedad o presencia de síntomas típicos

                                                               Presencia      Ausencia

Técnica de detección 

/diagnóstico

Positivo VP FP VP + FP

Negativo FN VN FN + VN

Total VP + FN FP + VN N
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que detecte el agente causal de manera 
precoz es fundamental para el manejo 
del problema, ya que contribuye a gene-
rar medidas de control efectivas, optimizar 
los recursos, reducir los efectos negativos 
sobre el medio ambiente y a la vez originar 
información respecto a la interacción pató-
geno hospedante (25-26).

La detección de los hongos responsa-
bles de las enfermedades de fin de ciclo 
en la soja, tales como los del género Cer-
cospora, en la actualidad se lleva a cabo 
de manera tradicional, originando pérdi-
das considerables ya que los mismos son 
detectados tardíamente. 

Es por ello, que el desarrollo de una téc-
nica de PCR constituye una herramienta 
prometedora en este aspecto y, en la actua-
lidad, está siendo ampliamente utilizada 
tanto para el diagnóstico de enfermedades 
vegetales, en la detección de patógenos en 
semillas, y cultivo de tejidos, como así tam-
bién en la detección de toxinas y residuos 
de pesticidas (26).

Por otro lado, la validación es un proceso 
que determina la idoneidad de una prueba 
desarrollada, optimizada y estandarizada 
adecuadamente para un fin concreto. En 
este proceso es importante determinar las 
características del método que se quiere 
validar para poder definir el tipo de valida-
ción a llevar a cabo (27). 

En este trabajo, se llevó a cabo la vali-
dación primaria de un método cualita-
tivo de detección de Cercospora en plan-
tas de soja, utilizando el modelo propuesto 
por Latorre Rapela y col. (19). De la misma 
manera que lo reportado por los investi-
gadores, las hojas inoculadas con Cer-
cospora kikuchii NBRC 6711 luego de 24h 
post-inoculación no presentaron la lesión 
macroscópica típica de este fitopatógeno. 
Sin embargo, al observarlas bajo lupa este-
reoscópica, se pudo visualizar una pequeña 
lesión sobre la misma (19). En la Fig. 1 se 
observan hojas de plantas de soja sanas 
e infectadas con C. kikuchii NBRC 6711 
empleadas para la validación de la técnica.

Figura 1. Observación del tejido foliar de las plantas de soja sanas y enfermas. (1-7) Plantas de soja 

recolectadas a las 24 h post‑inoculación con el hongo C. kikuchii NBRC 6711 y (8) sana. Las flechas 

indican las lesiones producidas por el hongo. 
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Figura 2. Ensayo de PCR para la detección del gen cfp en plantas de soja infectadas. Calle 1: mar-

cador 100-1000bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); Calle 2: blanco de reactivos (agua milliq); 

Calles 3-19: ADN plantas inoculadas con C. kikuchii NBRC 6711; Calle 20: ADN de C. kikuchii NBRC 

6711 (control positivo).

Fiura 3. Ensayo de PCR para la detección del gen cfp en plantas de soja sanas. Calle 1: Marcador 

de PM 100-1000bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); Calle 2: blanco de reactivos (agua milliq); 

Calles 2-7 y 9-14: ADN plantas sanas; Calles 8 y 15: ADN de C. kikuchii NBRC 6711 (Control positivo).

En la Fig. 2 se muestra el fragmento de 
264 bp amplificado por PCR, en casi todas 
las plantas inoculadas con C. kikuchii NBRC 
6711, excepto en la muestra 8 que se consi-
deró como un falso negativo.

El fragmento amplificado corresponde al 
gen cfp, que se encuentra presente tanto en 
C. kikuchii como en C. sojina (datos no mos-
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trados), ambos patógenos de soja. Chanda 
y col., en un trabajo publicado durante 2014, 
amplificaron, mediante qPCR, una región 
que pertenece al gen CTB6, que es especí-
fico de C. kikuchii y no de C. sojina (28).

En las plantas de soja sin inocular 
(sanas), no se detectó el gen cfp (Fig. 3).



62 FABICIB • 2015 • 19

                             Enfermedad o presencia 

                             de síntomas típicos

                                  Presencia     Ausencia

PCR
Positivo 42 5 47

Negativo 3 39 42

Total 45 44 89

Tabla 2. Tabla de contingencia Tabla 3. Parámetros de la calidad de la detec-

ción o del diagnóstico que ofrece la técnica

                  Parámetros de validación

Sensibilidad diagnóstica (DSe) 93,3%

Especificidad diagnóstica (DSp) 88,6%

Eficacia (E) 91,0%

Valor predictivo positivo (VPP) 89,4%

Valor predictivo negativo (VPN) 92,9%

Los resultados de la evaluación de las 
muestras positivas (n=45) y negativas 
(n=44) se detallan en la Tabla 2. Con dichos 

resultados se calcularon los parámetros de 
validación anteriormente mencionados que 
se expresan en la Tabla 3.

La presencia de falsos positivos podría 
estar relacionada a errores en la manipula-
ción o ejecución de la técnica de PCR (agua 
y solución de extracción), o con señales de 
amplificación ocasionada por contamina-
ciones exógenas. 

Las estimaciones de la DSe (proporción 
de plantas que se sabe que están infecta-
das y que dan positivo en una prueba) y de 
la DSp (proporción de plantas que se sabe 
que no están infectadas y que dan negativo 
en una prueba) son los indicadores princi-
pales del rendimiento establecido durante 
la validación de una prueba (29). La téc-
nica de PCR empleada, presentó una DSe 
de 93,3% (IC95%=86,1-100) y una DSp de 
88,6% (IC95%=79,3-98), valores inferiores al 
97% estimado. Sin embargo, dichos valores 
están comprendidos dentro del intervalo de 
confianza seleccionado para la validación 
de la técnica.

Estas estimaciones son la base del cál-
culo de otros parámetros, como los valores 
predictivos de los resultados positivos (VPP) 
y negativos de la prueba (VPN), a partir de 
los cuales se realizan inferencias sobre los 
resultados de la misma (29). La técnica vali-

dada presentó un VPP de 89,4% y un VPN 
de 92,9%, valores que indican que la pro-
babilidad de que la planta esté realmente 
infectada (VPP) o sana (VPN) es muy alta. 

La eficacia de la prueba fue del 91,0%, lo 
que revela que la probabilidad de que una 
planta sea detectada/diagnosticada correcta-
mente por la prueba es también elevada (30). 

Conclusiones
Los resultados alcanzados en el presente 

trabajo son los primeros de su tipo en Argen-
tina para el diagnóstico de esta importante 
enfermedad de fin de ciclo de la soja, y brin-
dan la posibilidad de contar con una valiosa 
herramienta para el perfeccionamiento de 
los procedimientos fitosanitarios actuales. 
No sólo brindan datos concretos sobre el 
comportamiento del método desarrollado 
para la detección específica de Cercospora, 
sino que además aportan elementos meto-
dológicos que pueden ser empleados para 
otros trabajos de validación.

Finalmente, se concluye que el método 
de PCR validado provee una metodología 
rápida, precisa y segura para la detección de 
Cercospora en plantas de soja ya que ofrece 
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resultados positivos y negativos que permiten 
confirmar o descartar la presencia del pató-
geno Cercospora con un elevado nivel de 
confianza en etapas tempranas de infección.
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